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Uber den Acetylgehalt des Lignins. 
Vou 


Hans Pringsheim und Hans Magnus. 


(Der Redaktion zugegangeu am 4. April 1919.) 


Bekanntlich entsteht bei der trockenen Destillation des 
Holzes unter anderem ein gewisser Prozentsatz an Essigsiure. 
Das Holz setzt sich hauptsichlich aus drei organischen Bestand- 
teilen zusammen: aus der Zellulose, den Pentosanen und den 
Inkrustationssubstanzen, die man kurzweg als Lignin bezeichnet. 
Schon éfters ist die Frage erértert worden, aus welchem der 
drei Holzbestandteile die Essigsiure beim Verkohlungsprozef 
hauptsichlich gebildet wird; der Beantwortung dieser Frage 
haben ganz kiirzlich Heuser und Skiéldebrand') naherzu- 
kommen gesucht, indem sie das nach der Methode von Will- 
stitter und Zechmeister*) aus Holz mit starker, 42°/,iger 
Salzsiiure gewonnene Lignin der trockenen Destillation unter- 
warfen. Sie gewannen bei der trockenen Destillation des 
Lignins aus Fichtenholz etwa 1°/, Essigsiure, wobei die Frage 
offen gelassen wurde, ob es sich bei dem nach der Will- 
staitterschen Methode aus Holz dargestellten Lignin tat- 
siichlich um ein unverindertes und dem natiirlichen Lignin 
entsprechendes Produkt gehandelt hat. 

In letzter Zeit und besonders unter dem Einflusse der 
Futterknappheit wihrend des Krieges hat man sich bemiiht, 
rohfaserhaltige Naturprodukte, wie Holz und Stroh, durch die 
Behandlung mit Alkalien, vornehmlich mit Natronlauge, ver- 
daulich zu machen. Hieraus ist eine ausgedehnie Industrie 
entstanden, so da es naturgemif} notwendig wurde, auch die 
Vorgiinge zu studieren, welche bei der Einwirkung von Natron- 

1) Zeitschr. fiir angewandte Chemie, Bd. 32, 8. 41 (1919). 
*) Berichte der Deutsch. Chem. Ges., Bd. 46, 8. 2401 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CY. 13 
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lauge auf diese Materialien stattfinden. Besonders erstrebens- 
wert erschien es natiirlich, den Verbrauch an Natronlauge 
méglichst zu beschrainken und deshalb Ermittlungen dariiber 
anzustellen, wodurch die Natronlauge bei dem sogenannten 
AufschlieSungsprozefi hauptsichlich neutralisiert wird. Es hat 
sich hierbei gezeigt, dafi die beim Behandeln von Holz oder 
Stroh entstehende Siure vornehmlich Essigsiure ist, der nur 
eine sehr geringe Menge Ameisensiiure beigemengt war; aus 
diesem Grunde wurde in der Folge die gebildete organische 
Siiure stets auf Essigsiiure umgerechnet. 

Schon seit lingerer Zeit haben wir uns mit den Vor- 
giingen bei dem sogenannten Aufschliefungsprozef} eingehend 
beschiftigt und hieriiber Ausfiihrliches der Offentlichkeit iibev- 
geben'). Wir haben dort schon behauptet, daf mit Wahr- 
scheinlichkeit die beim Behandeln von Holz oder Stroh mit 
Natronlauge gebildeten organischen Sauren zum gréfiten Teil 
der Ligninsubstanz entstammen. Beim Behandeln von Holz 
oder Stroh mit Natronlauge wird die Ligninsubstanz durcli 
Uberfiihrung in eine Ligninsiure léslich gemacht, gleichzeitig 
aber findet eine Verseifung der im Lignin enthaltenen Acety!- 
gruppen statt, deren Grad von der Konzentration der Natron- 
lauge, der Temperatur und der Dauer der Einwirkung abhiingt, 
und die schliefilich, besonders wenn man héhere Drucke als 
Atmosphirendruck und konzentrierte Natronlauge anwendet, 
eine vollkommene werden kann. Gleichzeitig mit dieser Ver- 
seifung verindert sich die Farbe der Ligninsubstanz, und sie 
wird um so dunkler, je stirker der Verseifungsgrad ist. So 
zeigt z. B. ein mit kalter Natronlauge aus Stroh ausgezogenes 
und mit verdiinnter Schwefelsiiure gefalltes Lignin noch eine 
‘relativ helle graue bis graubraune Farbe, wiahrend ein villig 
verseiftes Lignin schwarzbraun aussieht. In diesem Zusammen- 
hange war an sich schon die dunkle Farbe des nach Will- 
stitter gewonnenen Lignins auffallig. 

Die Behauptung, dai die beim Behandeln von Stroh und 
Holz mit Natronlauge gebildete Essigsiure zum gréften Teil 


1) Hans Magnus, Theorie und Praxis der Strohaufschliefung. 
Paul Parey, Berlin 1919. 
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wus dem Lignin entstammte, griindete sich des weiteren auf 
die Beobachtung, daf} ihre Mengen ganz proportional den in 
diesen Materialien vorhandenen Mengen Lignin waren. Es 
schien uns jedoch lohnend, die Beobachtung niher zu begriinden, 
da trotz dieser Proportionalitét immerhin die Méglichkeit be- 
stand, daf} aus den anderen Bestandteilen des Holzes und 
Strohes ebenfalls Essigsiure, und zwar im gleichen Verhiiltnis 
wie aus dem Lignin, gebildet wiirde. Aus diesem Grunde haben 
wir die drei hauptsichlichsten Bestandtéile der Holzsubstanz 
beziiglich ihres Essigsiurebildungsvermégens getrennt unter- 
sucht; wir konnten jedoch natiirliches Lignin fiir diese Versuche 
nicht anwenden, da solches frei von anderen Substanzen in 
der Natur mcht vorkommt. So waren wir gezwungen, uns 
des nach der Methode von Willstatter hergestellten zu be- 
dienen. Zuerst wurde dieses auf sein essigsiurebildendes Ver- 
mégen gepriift: hierbei stellte es sich nun heraus, dafi selbst 
bei der energischsten Form der Einwirkung der Natronlauge 
unter Druck keine quantitativ nachweisbaren Mengen Kssig- 
siure mehr aus dem Lignin gebildet wurden. Dagegen konnte 
dieses kiinstliche Lignin durch Acetylierung wieder in sein 
helleres Acetylprodukt zuriickverwandelt werden. Wurde dieses 
Acetylprodukt nach Willstatter behandelt, so wandelte es 
sich wieder in seine schwarzbraune Modifikation um und ent- 
hielt keine Acetylgruppen mehr. 

Zur Acetylierung verwandten wir die Methode vonVerley;') 
das in einem Gemisch von Pyridin und Essigsiureanhydrid 
aufgeschwiimmte Lignin geht nach und nach in Lésung und 
fillt beim Eingiefien in Wasser in Gestalt seines Acetylpro- 
duktes wieder aus. Hier kénnte natiirlich der Einwand erhoben 
werden, dafi bei diesem Acetylierungsprozefi mehr Acetyl- 
gruppen in den Ligninrest hineingebracht werden, als im 
urspriinglichen Holzlignin tatsachlich vorhanden waren. Dafi 
das jedoch nicht der Fall ist, geht aus folgenden Daten hervor: 

Holz (Nadelholzsigespiine) wurde mit der achtfachen 
Menge einer 3,5°/,igen Natronlauge (30°/, Atznatron vom 
Holzgewicht) 6 Stunden bei 6 Atmosphiren behandelt. Aus 
1) Vel. L. Hochfelder, Diss, Miinchen 1915. 
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der mit Schwefelsiiure angesiuerten Lisung wurde die Essig- 
siure mit Dampf abgetrieben und hierbei 4,2°/, Essigsiure 
vom Holzgewicht erhalten. Die Wiederholung dieses Verfahrens 
ergab nach 3stiindiger Behandlung noch 1,5°/,, wihrend bei 
dem dritten Versuch nur noch minimale Mengen Essigsiure 
gewonnen wurden. Die Gesamtausbeute an Kssigsiiure war 
also in diesem Falle 5,7°/,. Bei einem zweiten Versuch wurde 
das Holz mit derselben Menge Natronlauge erst 5 Stunden 
am Riickflufkiihler gekocht und dann mit neuer Natronlauge 
1 Stunde bei 4 Atmosphiiren im Autoklaven behandelt. Bei der 
Destillation sind 6,0°/, Essigsiiure vom Holzgewicht erhalten 
worden. Das aus demselben Holz gewonnene Lignin nach 
Willstaétter ergab bei der Acetylierung ein Acetylprodukt, 
welches bei der kompletten Verseifung im ersten Versuch 19,5, 
im zweiten Versuch 20,2, im Mittel also 19,85°/, Essigsiure 
zu gewinnen gestattete. Da aber im angewandten Holz nur 
30°/, Lignin enthalten waren, so wiirde sich auf das Holz 
19,48 < 30 
berechnet os 
stimmung mit unseren gefundenen Werten errechnen. 
Zwecks weiteren Beweises wurde ein Versuch mit einer 
anderen Holzart gemacht, und zwar mit Weibbuchenholz, das 
einen Ligningehalt von nur 23°/, hat. Bei der Verseifung 
dieses Holzes erhielten wir im ersten Versuch 11,2, im zweiten 
9,8, im Mittel also 10,5°/, Essigsiiure. Da wir entsprechend 
dem Acetylgehalt des Nadelholzlignins nur 4,8°/, Essigsiure 
erwarten konnten, mufite es sich hier entweder um ein Lignin 
von einem héheren Acetylierungsgrade oder um eine Beteili- 
gung der anderen Holzbestandteile an der Essigsiurebildung 
handeln. Der Acetylierungsprozef} des aus Weifibuchenholz 
gewonnenen Lignins ging erheblich schwieriger und langsamer 
vor sich als beim Nadelholzlignin: bei der Acetylierung war 
es nétig, von Anfang an auf dem Wasserbade zu erwarmen 
und den Acetylierungsprozef linger als beim Nadelholzlignin 
auszudehnen. Nach der Verseifung des Acetylproduktes aus 
Weifibuchenholz wurden beim ersten Versuch 37,8, beim zweiten 
37,9, 1m Mittel also 37,85°/, Essigsiure gewonnen. Da in dem 


-=5,8°/, Essigsiure in guter Uberein- 
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Weifibuchenholz nur 23°/, Lignin enthalten waren, so hitten sich 
© ‘ - 

ae 8,7°/, statt der gefundenen 10,5°/, Essigsiiure 
errechnet. 

Wir sehen also, dafi} beim Weifibuchenholz der praktisch 
vefundene Wert vom theoretischen doch eine aufierhalb der 
methodischen Fehlerquelle fallende Abweichung zeigt. Kins 
steht unter allen Umstinden fest, dai es sich im 
Weifibuchenholz um ein anderes Lignin als im Nadel- 
holz handelt: dafi das erstere Gruppen enthalten mub. 
welche die Aufnahme einer gréferen Zahl von Essigsiiure- 
resten ermiéglichen. Besonders bemerkenswert ist die Beob- 
achtung, dali das Weifsbuchenlignin mit einem Gehalt von 
37,8 °/, etwa doppelt soviel Acetyl als das Nadelholzlignin 
mit 19,85 °/, enthalt. Das Strohlignin dagegen ist, was seinen 
Gehalt an Acetylgruppen betrifft, ganz ihnlich dem Nadel- 
holzlignin zusammengesetzt. Wir erhielten bei unseren Ace- 
tylierungsversuchen des Willstatter-Strohlignins nach der 
Verseifung des Acetylproduktes in einem Versuche 27,4 °/,. 
in einem zweiten Versuche 27,0 °/, Essigsiure, bezogen auf 
aschefreie Trockensubstanz. Beim Acetylieren eines Stroh- 
lignins, das aus einer Strohkochungsablauge durch Ansiiuern ge- 
wonnen war, erhielten wir in einem Falle 25,6 °/,, im zweiten 
Falle 26,9 °/, Essigsiure. Wir ersehen hieraus, daf} die in den 
Ablaugen geléste Ligninsubstanz sich dem Acetylierungsprozel) 
gegeniiber genau so verhilt wie Willstitter-Lignin. 

Bei unseren bisherigen Versuchen haben wir die Vor- 
aussetzung gemacht, dafi die Abspaltung der Essigsiiure beim 
Behandeln von Holz mit Natronlauge unter Druck allein auf 
den Acetylgehalt des Lignins zuriickzufiihren sei. Da jedoch 
bei der trockenen Destillation zum mindesten aus der Zellu- 
lose ebenfalls Essigsiiure entsteht, da ferner, wenigstens beim 
Weifibuchenholz, 1,8 °/, mehr Essigsiure entstanden war, als 
dieser Theorie entspricht, schien es uns notwendig, auch die 
anderen Bestandteile des Holzes, die Pentosane und die Zellu- 
lose, auf ihr Essigsiurebildungsvermégen beim Behandeln mit 
Natronlauge zu_priifen. 
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Besonders notwendig schien diese Priifung, da das Weif- 
buchenholz, wie alle Laubhélzer, einen wesentlich héheren, 
iiber doppelt so grofjen, Pentosangehalt als Nadelholz aufweist. 
Andererseits erhilt man beim Behandeln von Stroh mit Na- 
tronlauge unter Druck, trotzdem das Stroh bedeutend mehr 
Pentosane als das Nadelholz enthiilt, doch eine geringere 
Menge Kssigsiaure. 

Das Stroh haben wir in Analogie zu den verschiedenen 
Aufschliefungsverfahren ') 

1. in der Kilte, 

2. bei Kochtemperatur, 

3. unter einem Uberdruck von 4 Atmosphiiren 
mit 8—12 °/, Natronlage vom Strohgewicht behandelt und 
hierbei in der Ablauge gefunden: 

1; 32 %),; 2, 39%, 5. 4,1°/, Hssigsiiure. 
Genau nach der gleichen Methode behandelten wir auch die 
Pentosane und die Zellulose. ) 

Zu diesem Zwecke stellten wir uns reines Pentosan, in 
Gestalt von Xylan, aus Stroh nach der Methode von Sal- 
kowski dar*). Bei allen diesen drei Behandlungsarten ent- 
stand aus dem Xylan keine Essigsiiure. Diese Beobachtung 
ist aus zwei Griinden wichtig: erstens liefert sie den Beweis, 
dafi die Pentosane keine Kssigsiurebildner bei der Behand- 
lung mit Natronlauge sind, zweitens aber hatte sich gezeigt, 
dafi das aus den Ablaugen gefillte Lignin!) je nach der Art 
der Behandlung mit Natronlauge nicht nur einen verschiedenen 
Verseifungsgrad beziiglich seines Essigsiiuregehaltes aufweist, 
sondern daf} es auch eine gewisse Menge, bei der Destillation 
mit Salzsiiure, Furfurol liefernde Bestandteile, also noch Pen- 
tosane enthielt. Auch hierdurch unterscheidet sich die derart 
gewonnene Ligninsubstanz vom Willstatter-Lignin. Da nun 
die Pentosane bei der Behandlung mit Natronlauge keine 
Hssigsiiurebildung zeigen, so kann nicht der Kinwand gemacht 
werden, dafi die aus den Ablaugen ausgefillten, noch Pento- 


') Vel. Hans Magnus. Theorie und Praxis der Strohauf- 
schliebung. 
*) Diese Zeitschr. Bd. 34, 8. 166 (1901); Bd, 85, 8. 240 (1902). 



































Uber den Acetylgehalt des Lignins. 185 





sane enthaltenden Lignine einen Teil ihrer Essigsiurebildung 
den ihnen anhaftenden Pentosanen verdanken. 

Um die Untersuchung auf die Zellulose auszudehnen, { 
stellten wir uns eine von Lignin und Pentosanen vollkommen 1 
freie Zellulose her. Wir entfernten sowohl aus Holz-Zellu- | 
lose (Filtrierpapier) wie aus Stroh die Ligninsubstanz durch 
(hlorieren nach der Methode von Crofi und Bevan)' und 
nachher die Pentosane durch Erhitzen mit Glyzerinschwefel- 
siiure auf 140° nach der Methode von Kénig)*.. Derartig 
gereinigte Zellulose unterwarfen wir, wie vorher das Stroh, 
den verschiedenen Aufschlieiungsmethoden mit Natronlauge: 
heim Behandeln mit Natronlauge in der Kilte wurde keine or- 
zanische Siiure gebildet, beim Kochen mit Natronlauge und beim 
Behandeln mit Natronlauge unter Druck bei 4 Atmosphiren 
entstanden auch aus der ganz reinen Zellulose, sowohl aus 
der Holz- wie aus der Strohzellulose gewisse Mengen Essigsiiure, 
die wir in nachfolgender Tabelle zusammengestellt haben. 





Holzzellulose! =  Strohzellulose 
mit 40°/, NaOH | mit 4°/, NaOH)) mit 8 °/, NaOH 





7 





|. offen gekocht 3,05 °/, O24 2,4 °F, 
» unter Druck gekocht 46. %, i). 38 °, 4 
4 


Das ergibt berechnet auf 











Holz Stroh 
Aeltulosegehalt (Zejtulosegehalt_ im Durchschnitt 
= 50 a i = 40 */o) 
|. offen gekocht 1,5 */, 0,28 %/, | 0,94 °, : 
2 unter Druck gekocht 2,3 °/, 0,68 °/, 1,52 °%, 





') Cro und Bevan, Researches on Cellulose, 8, 95. 

*) Kénig. Untersuchung der landw. u. gewerbl. wichtigen. Stofte, 
3. Aufl, S. 249 u. 1057 (1906). 

3) Diese Konzentration diirfte den Verhiltnissen beim Strohauf- 
schlufs entsprechen, da beim Aufschlu$ die Halfte der angewandten 8 °/, 
NaOH schon nach 15 Minuten verbraucht sind. 
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Annihernd dieselben Werte wie Zellulose ergab auch 
Glukose. Wir sehen also, dal} die Zellulose auch beim Be- 
handeln mit Natronlauge ebenso wie bei der trockenen De- 
stillation, wenn auch in geringerem Mafie, cin Essigsiiure- 
bildner ist. Da nun aber beim Behandeln mit Natronlauge 
von Stroh in der Kilte weder aus den Pentosanen noch aus der 
Zellulose iiberhaupt Essigsiure gebildet wird, so ist wenigstens 
in diesem Falle der Beweis ein vollkommener, dafi die 3,2 °/, 
Essigsiiure, die mit kalter Natronlauge aus dem Stroh ge- 
wonnen werden, ausschlieBlich der Ligninsubstanz entstammen. 
Beim Behandeln von Holz oder Stroh mit Natronlauge, beim 
Kochen oder unter Uberdruck kann jedoch ein geringer Teil 
der Essigsiiure aus der Zellulose gebildet werden; auf diese 
Essigsiiurebildung diirften die 1,8 °/, Kssigsiiure zuriickzufiihren 
sein, welche wir beim Weifbuchenholz mehr erhalten haben, 
als dem Lignin dieser Holzart zukommt. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung lifit sich folgender- 
maien zusammenfassen : 

1. Beim Behandeln von Holz oder Stroh mit Natronlauge 
in der Kalte entstammt die gesamte gebildete Essig- 
siure der Ligninsubstanz. Beim Kochen von Holz 
oder Stroh mit Natronlauge mit oder ohne Uberdruck 
stammt bei weitem die Hauptmenge der gebildeten 
Essigsiiure aus dem Lignin und nur ein kleiner Anteil 
aus der Zellulose. 

2. Das nach der Methode von Willstitter mit hoch- 
prozentiger Salzsiiure gewonnene Lignin entspricht 
nicht mehr dem natiirlichen Lignin. Es ist voll- 
kommen verseift und enthilt keine Essigsiiure mehr 
und ist dunkel gefarbt; durch Acetylieren lift es 
sich in das natiirliche Lignin mit demselben Acetyl- 
gehalt und unter Riickbildung der helleren Farbe 
zuriickverwandeln. 

3. Das Lignin aus Weifsbuchenholz enthilt mehr, ja an- 
nahernd doppelt soviele Acetylreste als das Nadel- 
holzlignin. 


bo 











Enzymatische Studien iiber Zuckerspaltungen. 
Von 
H. Euler und Q. Svanberg. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm, 
(Der Redaktion zugegangen am %, April 1919.) 
inhaltsiibersicht: 

A. Einleitung. — B. Methoden und Versuchsbedingungen, — C, Ver- 
lauf der Zuckerspaltung durch lebende Hefe bei py 8: 1. Girung 
der Glukose: a) Hefe SB, b) Torula Hansen (Svanberg); 2. Giérung 
anderer Hexosen; 3. Hydrolyse und Giirung von Biosen; 4. Giftwirkungen 
auf lebende Hefe in alkalischer Liésung. — D. Verlauf der Zucker- 
spaltung durch Trockenhefe bei py == +. —- EK. Zuwachs von Hefen in 
alkalischer Lisung: 1. Frohberg-Unterhefe, Wachstumsgrenzen, Acidi- 
tits-Empfindlichkeitskurve des Wachstums; 2. Oberhefe SB; 3. Sac- 
charomyces ellipsoideus; 4. Pseudosaccharomyces apiculatus; Anhang: 
Aspergillus, — F, Zusammenfassung. 


A. Einleitung. 


Unter den zahireichen Bedingungen, welche den Zucker- 
abbau im ‘Tierkérper beeinflussen, verdient zweifellos die 
Aciditaét des Blutes und der am Zuckerabbau beteiligten Or- 
gane die gréte Aufmerksamkeit, und es erheischen die An- 
derungen der Aciditaét, welche gleichzeitig mit den Stérungen 
dieses Prozesses bei Diabetikern eintreten, ein systemati- 
sches Studium. Die Untersuchungen iiber alkalische Phos- 
phatgérung, welche der eine von uns vor etwa 3 Jahren mit 
Th. Tholin ausfihrte’, hatte einerseits das Ziel, einen 
genaueren Einblick in die Teilreaktionen der Hefegérung zu 
gewinnen, da anzunehmen war, dai die Komponenten des 


1) Euler und Tholin, Diese Zeitschr, Bd. 97, 8. 269 (1916). 
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Zymasekomplexes in alkalischer Lésung in anderem Ver- 
hiltnis zur Wirkung gelangen, als in saurem Medium, an- 
dererseits war die bis dahin unbekannte alkalische Phosphat- 
girung insofern von grofem Interesse, als besonders durch 
die bemerkenswerten Arbeiten von Rona und seinen Mit- 
arbeitern', namentlich Wilenko, bekannt geworden ist, 
dafi Phosphat in alkalischer Lésung bei der Glykolyse eine 
wesentliche Wirkung ausiibt, deren Vergleich mit dem ent- 
sprechenden Vorgang bei der Hefegérung neue Gesichts- 
punkte zu liefern versprach. Durch die Versuche von Euler 
und Hammarsten?) war das frither gewonnene Resul- 
tat bestitigt worden, dali} Phosphat den zeitlichen Verlauf 
der alkalischen Giérung durch lebende Hefe nicht erhoht, 
sondern vielmehr verzégert. 

Die weitere Verfolgung dieser Arbeiten fiihrte zundchst 
zu einer quantitativen Untersuchung der Girprodukte sowie 
der Grenzen der Alkalinitét, welche verschiedene Hefen ver- 
tragen kénnen. Es ergaben sich bedeutende Verschieden- 
heiten sowohl in der Toleranz der Hefen gegen Alkali, als 
in der quantitativen Zusammensetzung ihrer Giarprodukte. 
So zeigte es sich bei noch unveréffentlichten Versuchen mit 
verschiedenen Hefen, dal} die Entwicklung von Alkohol und 
Kohlensiiure in verschiedenem Grad zuriickgedringt werden 
kann, wihrend gleichzeitig wechselnde Mengen anderer Stoffe 
auftreten. 

Es ist zu erwarten, dali die vielfachen Beziehungen, 
welche zwischen der enzymatischen Zuckerspaltung im Tier- 
kérper elnerseits und in der Hefe andererseits bestehen, deut- 
licher hervortreten, wenn beide Vorginge bei iibereinstim- 
menden oder dhnlichen Aciditéten untersucht werden. Wir 
haben uns auch aus diesem Grund im allgemeinen an die 
schwachen Alkalinitiaten bis etwa p,, =8 gehalten; die Al- 


') Rona und Arnheim, Biochem. Zeitschr. Bd, 48, S. 35 (1915). — 
Rona und Wilenko, Biochem. Zeitschr. Bd. 59, 8. 173 (1914) und Bd. 62, 
S. 1 (1914). 

*) Euler und Hammarsten., Biochem. Zeitschr. Bd.76, 8.311 (1916). 
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kalinitat des normalen Blutes betrigt nach den genauen Mes- 
sungen von Hasselbalch’) py =7,3 bis 7,5. 

Einige Zeit nach den Untersuchungen von Euler, 
Tholin und Hammarsten erschien eine Arbeit von 
Neuberg und Farber’), welche ebenfalls die alkalische 
Giarung behandelt und einige recht bemerkenswerte Angaben 
enthalt; dieselbe nimmt indessen keinen Bezug auf unsere 
Untersuchungen und scheint andere Ziele als unsere Unter- 
suchungen zu verfolgen. 

An unsere ersterwahnten Arbeiten hat Wilenko *) 
eine Mitteilung gekniipft iiber das Ausbleiben der Bildung 
von CO, bei alkalischer Girung unter gewissen Bedingungen. 
Wir werden auf seine Angaben spater zuriickkommen, k6én- 
nen aber hier schon betonen, dai, abgesehen von Befunden 
an einigen Unterhefen, nach denen gelegentlich die Kohlen- 
siurebildung geringer war als die Alkoholbildung — nach 
unseren bisherigen Erfahrungen in der weitaus tiberwiegen- 
den Mehrzahl der Falle auch in alkalischer Lésung Aqui- 
valente Mengen von Alkohol und Kohlensaure entstehen. 


B. Methoden und Versuchsbedingungen. 


Nachdem wir uns beim Beginn des Herbstsemesters 1917 
durch zahlreiche Girversuche davon iiberzeugt hatten, dal} 
unsere Unterhefe H fiir unsere Versuche iiber alkalische Ga- 
rung ganz ungeeignet war (in etwa 50% der Versuche trat 
keine Girung ein und oft hérte die Girung ohne erkenn- 
bare Ursache auf), wandten wir zu den im folgenden mitzu- 
teilenden Versuchen eine Brennerei-Oberhefe an, die wir in 
unserem Laboratoriumstagebuch als Oberhefe S B (I und IT) 
bezeichnet haben. Dieselbe hat sich zu unseren Versuchen 
insofern recht geeignet erwiesen, als die Garkraft auch in 
alkalischen Lésungen sehr konstant ausfiel. 


1) Hasselbalch, Biochem. Zeitschr. Bd.30,5. 517 (A9L1).— Hassel- 
halch und Lundsgaaré, ebenda Bd. 38, 8. 77 (1912). 
*) Neuberg und Farber. Biochem, Zeitschr. Bd. 78, 8. 238 (1917). 
3) Wilenko, Diese Zeitschr. Bd. 98, 8. 255 (1917). 











190 H. Euler und O, Svanberg, 


Diese Hefe la&t sich folgendermaBen charakterisieren: 


Garkraft. 

Bei optimaler Aciditaét, p, 5, werden 2g Hefe vom 
Trockengewicht 30,5% in 150ccm einer Liésung aufge- 
schlemmt, welche 2% Natriumphosphat und 4% Rohrzucker, 
bei Versuchen mit Stickstoffnahrung 50 ccm Hefenwasser *) 
(enthaltend 0.3% N), also rund 0,75% Eiweifabbaupro- 
dukte enthielt. 

Es wurden folgende Zahlen erhalten *) : 


Mit Hefenwasser Ohne Hefenwasser 











Stunden 
cem CO, | Zellenzahl com CO, Zellenzah! 
Q - 176 — 180) 
1 130 207 2) S35 
2 379 | 237 120 | 186 
3 721 280) 205 191 
4 1170 326 PRI 196 





Zur Beurteilung der bei der Vergiérung verschiedener 
Zuckerarten erhaltenen Zahlen war es erforderlich, die Gréfe 
der Selbstgirung unserer Hefe bei entsprechender Alkalini- 
tat kennen zu lernen. Versuche von Frl. Hallberg er- 
gaben folgendes Resultat: 

Hefe ohne Zuckerzusatz. pj, — %. 
50 cem Na-Phosphat, 15°/, ig, 
30 , Hefenwasser (ca. 2°/, Peptone ete.), 
70 . Wasser, 
0,5, Phenolphtaleinlisung, 
10 g Hefe (30°/, Trockengewicht). 


Gérungsstunden: 0 1 2 3 4 ; 
com 2-n, NaOH: 0.5 OD 0,5 y) 0) 
In 4 Stunden entwickelt: 
CO, 0,10 ¢ 


~ 
| 


Alkohol 0,11 


g 


1) 40 g Hete mit 11 Wasser 1 Stunde gekocht und nach Abkiihlen 
filtriert. 

*) Siehe im iibrigen die mit der gleichen Hefe SB IL erhaltenen 
Ergebnisse in der Arbeit von Euler und Heintze, Svenska Vet. Akai, 
Arkiv f. Kemi Bd. 7 (1919), | 
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Mit diesen Werten fiir die Selbstgirung der angewand- 

ten Hefe sind die in den folgenden Versuchen gewonnenen 

Zahlen korrigiert. 

Die Zellenzahl pro g Trockengewicht der Hefe betriigt: 
0,30 - 10"! 


Dieselbe hat sich tiber ein Jahr lang als sehr konstant er- 
wiesen. Die Zellenzahl per g Trockengewicht ist demnach 
fast doppelt so grofs als diejenige unserer Brauerei-Unter- 
hefe H. 
Der mittlere Durchmesser der Zellen ist 6 p.. 
Der Invertasegehalt ist gegeben durch den Quotienten: 
Inversionskonstante X g Zucker 
via atiet allem SS ae dich 110 
Zur Verfolgung des Gérungsverlaufs wurden folgende 
\Viethoden angewandt: 
1. Volumetrische oder gewichtsanalytische Bestimmung 
des entwickelten Kohlendioxyds ; 
Bestimmung des gebildeten Alkohols aus dem spezi- 
fischen Gewicht der Destillate; 
3. Titration der Lésung mittels Natronlauge und Phe- 
nolphtalein als Indikator; 
+. Reduktion und Messung der optischen Drehung. 


bo 


1. Die quantitative Bestimmung der in den alkalischen 
ausgegorenen Fliissigkeiten gebundenen Kohlensadure geschah 
im allgemeinen durch vorsichtiges Austreiben mit Phosphor- 
siure oder Schwefelsdiure und Auffangen des Gases in Queck- 
silberbiiretten bei Zimmertemperatur. Zu diesem Zweck 
wurden von der betreffenden, von Hefe abfiltrierten Fliissig- 
keit 25—50cem in einen 250 ccem-Garkolben einpipettiert, 
der teils mit der Kapillarréhre der Quecksilberbiirette, teils 
mit einer kleinen gradierten Biirette verbunden war, durch 
welche die Mineralsiure durch Unterdruck eingesogen wurde. 

Diese Methode wurde durch gewisse analytische Be- 
stimmungen der Kohlenséiure — Austreiben von CO, mittels 
00 %iger H.SO,, Verdraéngen des Gases durch kohlenséure- 
freie Luft und Wagen im Liebigschen Apparate — ver- 
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glichen, wobei immer itbereinstimmende Zahlen gefunden 
wurden. 

2. Die Bestimmung des Alkohols wurde immer durch 
Abdestillieren iiber Hempels RiickfluBkiihler aus 50 ccm 
filtrierter alkalischer Fliissigkeit ~- 50ccm Wasser und 
Auffangen und Wagen des Destillates in einem 25 cem fas- 
senden geaichten Pyknometer ausgefiihrt. 

Die im folgenden angegebenen Zahlen sind immer Mit- 
telwerte aus 2 meistens sehr gut miteinander iibereinstim- 
menden Versuchen. 

3. Bei der fortschreitenden Vergirung wurde die an- 
gegebene Alkalinitaét des Mediums durch stetige Zusitze von 
Alkali aufrecht erhalten unter stindiger Kontrolle der 
Reaktion, teils mit Indikatoren (Lakmus und Phenolphta- 
lein), teils elektrometrisch nach der Gasketten-Methode. 

4. Das Verschwinden des Zuckers wurde durch die Me- 
thode von Bertrand messend verfolgt. Wegen der Aus- 
fiihrungsform verweisen wir auf die Originalarbeit und auf 
die Beschreibung in Abderhaldensg Handbuch, Teil II. 
Die optische Methode zur Zuckerbestimmung ist hier viel 
weniger geeignet, teils wegen der Anwesenheit anderer 
drehender Stoffe (Bestandteile des Hefenwassers) , teils weil 
die Reduktionsmethode eine viel geringere Substanzmenge 
zur genauen Analyse erfordert. Bei den Inversionsversuchen 
(Kap. 3) wurde der Reaktionsverlauf durch Polarisation 
der mit 50 % I-normaler Sodalésung (zum Aufheben der 
Multirotation der Glukose) versetzten Lésung verfolgt. Bei 
der Inversion in stirker alkalischer Lésung (pu —8,5), 
wo Phenolphtalein der Lisung zugesetzt war, wurde jedoch 
die Reduktionsmethode verwendet. 

Bei unseren ersten Versuchen wurde die Hefe durch 
14—1 stiindiges Garen bei saurer Reaktion vorbehandelt, ehe 
die alkalische Garung ausgefiihrt wurde. Diese Mafnahme 
erwies sich spiter als unnétig, da die Oberhefe S B ohnehin 
in. .alkalischer Lésung stets eine regelméfige Angirung 
zeigte. Die bei diesen ,,Vorgdérungen“ entwickelten Mengen 
CO, -wurden an Parallelproben in angeschlossenen Queck- 








-_ wn = Nw 
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silberbiiretten gemessen. Bei den alkalischen Garungen ent- 
wichen keine CO.-Mengen aus dem Giargefé8. Vielmehr 
wurde die wahrend der Vorgirung gebildete CO, zum Teil in 
die Lésung zuriickgesogen. Dadurch vereinfachte sich die 
apparative Anordnung wesentlich, indem also die alkalische 
Girung direkt in offenen Gefaéfen ausgefiihrt werden konnte. 

Die Versuchskolben befanden sich waihrend der Gidrung 
in Wasserthermostaten und wurden darin bei der angegebe- 
nen Temperatur, wenn nicht anders angegeben, 28°, inner- 
halb 0,5° konstant gehalten. 

Unter der Bezeichnung ,,andere Garprodukte“ fassen wir 
die Substanzen zusammen, welche in folgender Weise aus 
den gegorenen Fliissigkeiten erhalten wurden: 

Nach Austreiben der Kohlensaéure unter Riickflufg wur- 
den die fliichtigen Sauren abdestilliert (sie betrugen stets 
etwa 2—3% des vergorenen Zuckers und bestanden fast 
quantitativ aus Essigsdure, neben welcher Ameisensiure 
héchstens in Spuren auftrat). Von der iibrigbleibenden Fliis- 
sigkeit wurden 1000 ccm mit konzentrierter Schwefelsiure 
angesduert und auf dem Wasserbad auf 200 ccm eingedampft. 
500 cem 96% iger Alkohol wurde nun zugesetzt, worauf die 
Phosphate auskristallisieren und abfiltriert werden. Die 
Lésung wird auf dem Wasserbad zur Trockenheit einge- 
dunstet, der Rest 2 Stunden unter dem RiickfluBkiihler auf 
dem Wasserbad mit 200 cem absoluten Alkohols extrahiert, 
wobei 7 ccm Ather zugesetzt werden, um die Léslichkeit der 
Salze und des unvergorenen Zuckers herabzusetzen. Die 
alkoholische Lésung wird vom ungelésten Rest abfiltriert 
und auf Zucker gepriift. Der Riickstand wird in 500 ccm 
Wasser gelést, wovon Doppelproben von 5 ccm zur Priifung 
auf anwesenden Zucker verwendet wurden. Die alkoholi- 
schen Lésungen werden bis zur dicken Sirupkonsistenz ein- 
gedunstet und bis zur Gewichtskonstanz gewogen. Der 
Sirup enthielt 2,4% Asche und bestand im wesentlichen aus 
Glyzerin *). 

1) Siehe hierzu Neuberg und Firber, Biochem. Zeitschr. Bd. 78, 
S. 238 (1917. 
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C. Verlauf der Zuckerspaltung durch lebende Hefe bei p,, = 8. 
1. Girung der Glukose. 


Versuch l. 


400 com 15°/,ige Na-Phosphatlisung py, = 7,4 


50 com Wasser 


50 com Hefenwasser (20 g Trockenhefe mit 500 com Wasser 1 Stunde 


digeriert) 


100 com Glukoselisung (21,8°/,ig) 


600 ccm 
45 g¢ Brennerci-(Pref-)Hefe. 


Versuchstemperatur 28,5°. 


Istindige Vergiirung bei natiirlicher Aciditit: 
D> 5 


0 Stunden 
1 Stunde 
Sodann 6 Stunden Girung 


PH 
A B 


6,5 6,4 


0,65 


bei py = 7,5. 











Feit Alkaliverbrauch Zuckergehalt der Lisungen in °/, 
ccm 2-n, NaOH Reduktion nach Bertrand 
Stunden -———________-—- a 

A | B A | B 

0 0 | 0 3,64 | 3,64 

1 45 50 2,20 2,25 

3 80 | 0,68 | 0,75 

5 95 | 5 0,35 | 0,35 

7 95 | = 95 0,35 0,34 











Totalmenge Zucker vergoren nach 7 Stunden: 


19,4 g 19,4 g 


1/ 


Gebildete Kohlensiiure. Die Kohlensiiureentwicklung wurde in '/,- 


Parallelproben verfolgt. 


Stunden ccm COQ, Mittel 
1 134 144 139 ccm 
6 24 — — 
7, nach Austreiben mit H,SO, 7,29 


Korrektion fiir die Selbstgiirung 0.47 





Entwickeltes CO, (Korr.) 6,82 g 
A B Mittel 
Gebildeter Alkohol (Korr.) 6,85 g 6,78 g . 6,81 g 
Andere Girprodukte 4,53 g — 4,53 g 
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Krgebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers. 


Gefunden als A B Mittel 
Kohlenséure 30,1 _ 35,1 
Alkohol 35,3 34,9 35,1 
Andere Girprodukte 23,3 = 23,3 


Versuch 2, 
200 com 15°/oige Na-Phosphatlésung, neutral 
200 ccm Wasser 
50 ccm Hefenwasser (20 g in 500 ccm) 
150 cem Glukoselésung (21,8°/oig) 


600 com 
{5 ¢ Hefe. Temp. 28,3°. Istiind. Vergirung bei nat. Aciditit: 
A B 
0 Stunden py = 6,4 6,4 
4, Stunde 5, 
1 Stunde 5,50 55 


Sodann 23 Stunden Girung bei py = 8,0. 

















Zeit Alkaliverbrauch Zuckergehait der Lisungen in °/o 
. com 2-n. NaOH Reduktion nach Bertrand 
Stunden _———__—— —— —— 
A | B A | B 
0 0 | 0 9,45 5,40 
| 42,5 | 47,5 4,40 | 4,15 
2 62,5 67,5 ~ | — 
3 85 90 2,53 | 2,30 
5 102,5 107,5 1,70 | 1,63 
7 122.5 132,5 -_ | i 
e ace | = 1,13 0,90 
il 147,5 152,5 0,69 | 0,65 
24 152,5 157,5 0,45 | 0,35 
A B Mittel 
Vergorener Zucker 29.3 g 30,1 g 29,7 g 
Gebildete Kohlensiure (Korr.) 10,3 g 10,6 ¢g 105 ¢g 
Gebildeter Alkohol (Korr.) 8,03 g 8,10 g 8,06 g 
Andere Giirprodukte 8,84 g 8,62 g 8,73 g 
Ergebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers. 
Gefunden als A B Mittel 
Kvhlensiure 35,2 35,2 85,2°/, 
Alkohol 27,4 26,9 27,2°/, 
Andere Girprodukte 30,1 28.6 29,3 °/, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 14 
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Versuch 3. 


200 ccm 15°/,ige Na-Phosphatlésung, neutral 
200 ccm Wasser 

50 com Hefenwasser (20 g in 500 ccm) 

150 ccm Glukoselisung (21,4 °/,ig) 


600 cem 


45 ¢ Hefe. Temperatur 28°. 




















deit Alkaliverbrauch | Zuckergehalt der Liésungen Pu 
ecm 2-n. NaOH in °/, (Mittel) elektro- 
Stunden (Mittel) Reduktion nach Bertrand ssetvingh 
0 0 5,35 8.9 
1 94,9 4,62 
2 77,5 — — 
3 — 2,30 
4 101.5 — —_ 
5 126,5 2,00 9,0 
6 161,5 1,80 10,0 
9 196,5 1,40 — 
12 206,5 1,14 _ 
25 = 0,98 9,7 
29 - 0,80 9.9 
36 216,5 -- — 
48 — 0,62 9.4 
52 ~-- 0,54 -— 
60 246,5 — — 
72 246.5 0,34 9.3 
A Bb 
Vergorener Zucker 29,0 g 29,0 g 
Gebildete Kohlensiiure 9,8 g 97 ¢g 
Gebildeter Alkohol 8,5 g 8,2 ¢g 


Andere Giirprodukte 8,4 g —- 


Ergebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers, 


Gefunden als A B 
Kohlensiiure 33,8 33,5 
Alkohol 28,6 28,2 


Andere Girprodukte 29,0 _ 
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Versuch 4. 


100 ccm Glukoselosung (24,0 °/,ig) 

150 ecm Na-Phosphatliésung (15°/, ig 

50 ccm Hefenwasser (20 g in 500 cem) 
300 com Wasser 


600 cem 


40 ¢ Brennereihefe. ‘Temperatur 28°. 


Garung 25 Stunden bei py = 8. 
Alkaliverbrauch: 154 cem 2-n. NaOH. 
Zuckergehalt (nach Bertrand) vor der Girung: 3,98 °’, 


. nach , ‘ 0,29 °/,, 
Vergorener Zucker. . . . 21,8¢8 °/, des verbrauchten Zucker: 
Gebildete Kohlensiiure. . . 7,lg 33 
Gebildeter Alkohol . 7,1¢ 3 
Andere Girprodukte . . . 568 26 


Versuch 5. 
Erhéhte Glukose-Konzentration. 
275 ccm Glukoselésung (24,0 °/, ig) 


r , a, — r om 
50 ccm Na-Phosphatlésung (15 °/,ig) 


35 cem Hefenwasser (20 g in 500 ccm) 
40 com Wasser 
400 ecm 

40 g Brennereihefe. Temperatur 29°. 


Alkalische Girung 30 Stunden bei py = 3. 
Alkaliverbrauch in A 255, in B 261 cem 2-n. NaOH. 


Zuckergehalt der Lésungen in °/,: 


‘O° 
Stunden A B 
S s&s «& % «ee we Ce 
8. «ess =~ eee a eo eee 
22 1,05 1,00 
30 0,78 0,78 


Vergorener Zucker . . . .609¢.. . . 60,78 
Entwickelte Kohlensiure . .18,2¢. . . .1815¢ 
Gebildeter Alkohol . . . .156g¢. .. .160¢ 
Andere Girprodukte 
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Ergebnis: Anzahl Prozent des verbrauchten Zuckers: 


Gefunden als: A B 
Kohlenséure . ... . 29,9 29,9 
Aikebel «ww ss 26,4 
Andere Giirprodukte . . 36,7 38,1 


KinfluB von Phosphat. 
Versuch 6 (G. Hallberg). 
50 ccm Hefenwasser 
50 cem dest. Wasser 
20 com 22°/,ige Glukoselésung 
0,5 ccm Phenolphtaleinlésung 
10 g Brennereihefe (30°/, Trockengew.) 


Hierzu: Bei Versuch A und B 50 cem 15°/,ige Na-Phosphatlisung 




















. C , D 50 ccm Wasser. 
A und B. 5°), Phosphat C und D. Ohne Phosphat 
Stunden cem g ecm g 
2-n. NaOH Glukose 2-n, NaOH Glukose 4 
0 oo 4,46 — 4,54 ;: 
1 . | — 7 . q 
2 D | —_— q on % 
3 S5 | — 3,0 
4 2,4 me 91 m 
; 0,5 0.54 0,5 0,40 
Vergorener Zucker: 3,92 ¢g 4,14 g 
Entwickelt */) vom | °%, vom 
‘ntwickelt: g 4 r 
¥ . vergor Zucker 5 | vergor.Zucker 
° BS ee 7. : ~ Si 3 
CO, 1,52 33 1,38 | 3,0 
Alkohol — -— 1,39 33.6 
’ 1 








Versuch 7. 


30 ccm Hefenwasser 

90 ccm dest. Wasser 

30 ccm 22° ,ige Glukoselisung 

0,5 ccm Phenolphtaleinlésung 

10 g Brennereihefe (80 °/, Trockengew.) 


Bei Versuch A u. B enthalt diese Mischung: 5 g Dinatriumphosphat (neutr.) 
) ” C ” D , . ” 2,5 § ” ” 
, E,F 0g 
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A und B C und D E und F 
3,3°), Phosphat 1,66 °/, Phosphat ohne Phosphat 
Stunden ccm cm com 
0 0,5 6,53 05 | 6,58 0,5 6,58 
J R — 4,75 _— 5,0 — 
9 3,75 3,98 4,9 3,90 4,25 B57 
3 3,25 — 3.0 _— 3,70 — 
4 FS 2.81 3,0 2,66 3,0 2.33 
Vergor. Zucker: 3,72 g 3,87 2 4,20 g 
, °/o vom “/o vom “lo Vom 
pe & vergor. ¥ vergor. ¢ vergor. 
wickelt: Zucker Zucker Zucker 
CO, 1,14 30,6 1,18 30,5 1,30 31,0 
Alkohol 1,09 29,3 1,13 29,2 1,24 29,6 











Wiie aus den Zusammenstellungen der beiden Versuche 
6 und 7 hervorgeht, bestaétigen unsere Versuche die friiheren 
Befunde von Euler, Tholin und Hammarsten, 
da8& Phosphat bei p,, 8 eine Verzégerung der Gdarungs- 
spaltung hervorruft, im Gegensatz zu der in saurer Lésung 
eintretenden Beschleunigung durch PQ,. 

Was den Grad der genannten Verziégerung betrifft, so 
ist von vornherein hervorzuheben, dai die Versuchsfehler 
hier sehr erheblich sein miissen. Neben den verhaltnismaig 
kleinen Mengen (5—1,6%) Phosphat, welche zur Wirkung 
kamen, entstehen bei der alkalischen Girung bedeutende 
Mengen von Natriumearbonat aus den kontinuierlichen Zu- 
sitzen von NaOH, durch welche die Lésung alkalisch ge- 
halten wird. Bei den Versuchen von Tholin und von 
Hammarsten wurden die Aciditétsbestimmungen nur 
kolorimetrisch ausgefiihrt, ohne elektrometrische Kontrolle; 
sie haben deswegen nicht ganz den gleichen Grad der Ge- 
nauigkeit wie die hier angegebenen Versuche. Bei den friihe- 


ren Arbeiten war auch die Methodik der CO.-Bestimmung 


eine 


andere. Ein wesentlicher Unterschied der Versuchs- 
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bedingungen besteht darin, daB Tholin seinen girenden 
Lésungen keine Stickstoffnahrung zugesetzt hat, Ham- 
marsten0,4% Asparagin, wihrend bei unseren Versuchen 
durch das Hefenwasser eine erheblich kraftigere Stickstoff- 
nahrung — rund 1% Ejiweifspaltungsprodukte — sich in der 
Lésung befand. Jedenfalls finden wir in unseren beiden 
Versuchsreihen die Verzégerung durch 1,6—5% Phosphat 
ziemlich gering. 

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Tholin 
und Hammarsten finden wir, daf auch bei alkalischer 
Phosphatgirung mit unserer Oberhefe dquivalente Mengen 
von Alkohol und Kohlensiiure entstehen. Dies gilt, wie er- 
wihnt, fiir unsere Oberhefe. Von anderen Hefen haben wir 
in dieser Hinsicht noch eine von unserer Oberhefe morpho- 
logisch sehr verschiedene Torula (Hansen) untersucht. 

Diese sehr kleinzellige Hefe ist durch die Zellenzahl 


2,5-10'' pro g Trockengewicht 
und durch die Inversionskonstante pro Zelle 
iA +a * 


(nach der Ziichtung in Hefenwasser mit 2% Rohrzucker bei 
Zimmertemperatur) quantitativ charakterisiert. Die Gi- 
rungsgeschwindigkeit in Lésung von normaler Aciditit war 
bei unserer Torula auffallend grof und iibertraf sogar die 
auf Seite 190 fiir die Oberhefe S BII angegebenen Zahlen'). 

Zuerst wurde festgestellt, daf die bei normaler saurer 
Gdérung auftretenden Mengen Alkohol und Kohlensiéure auch 
bei dieser Hefe dieselben waren wie bei den Kulturhefen im 
allgemeinen. 


Es wurde in vier Versuchen gefunden: 


g vergorener Zucker . 4,24 4,25 4,25 4,27 
g gebildete Kohlensaiure 1,97 1,98 2,00 2,03 


g gebildeter Alkohol. . 2,02 1,95 1,88 1,90 


1) O. Svanberg, Enzymatische Untersuchungen einer Torulahefe. 
Fermentforschung Bd. II, 8. 201 (1918). 
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Dies entspricht etwa 47% CO. und 46% C.H;,OH vom 
vergorenen Zucker. Bei p,, —8,2 wurden dagegen in einer 
7% igen Glukoselésung, welche 4,5 % Dinatriumphos- 
phat enthielt, bei der Vergirungstemperatur 28° folgende 
Girprodukte gefunden, die in Prozenten des vergorenen 
Zuckers angegeben sind: 


Kohlendioxyd .... . . 36,9 % 
Athylalkohol . . . . . . 32,1 % 
Andere Giirprodukte . . . . 19,4 "j,. 


Dies sind aber wiederum fast ganz dieselben Zahlen wie 
diejenigen, welche fiir die Oberhefe S B IT gefunden und oben 
angegeben wurden. 

Wir finden also das besonders bemerkenswerte Ergebnis, 
da bei zwei so verschiedenen Hefen wie einer Brennerei- 
Oberhefe und einer Torulacee die Alkalinitét des Mediums 
denselben Einfluf{ auf die Menge der Garprodukte ausiibt. 

Wir haben keine Versuche dariiber angestellt, in welcher 
Weise die alkalische Phosphatgairung bei unserer Hefe die 
Menge und Art der anderen Girprodukte (Glyzerinfraktion) 
beeinfluBt. 

Unsere Messungen der Kohlensaéureentwicklung’) , welche 
wir bis in die Nahe des Neutralpunktes fortgesetzt haben, 
wurden durch einige Versuche, an welchen sich Fraulein 
Heintze beteiligt hat, bis iiber den neutralen Punkt 
hinaus erweitert, indem wir bei dieser Serie die Menge des 
durch Girung verbrauchten Zuckers nach Bertrand be- 
stimmten. 

Es wurde im 300 ccm-Erlenmeyerkolben gemischt: 

40 com 8° ,ige Na-Phosphatlisung, py = 5,5 


50 ccm Hefenwasser (40 ¢ auf 1 Liter) 
6 g Glukose. 


Die gewiinschten p.,-Werte wurden durch Zusatz von 
2-n. NaOH eingestellt. 3¢ frische Hefe in 150 cem Lésung 
aufgeschlemmt. 


1) Kuler und Heintze, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7 1919), 
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> Stunden Girung bei 28,5° im Wasserthermostaten: 


A B C D 
Zusatz von ohne Zusatz 2,5 com »,0 cem 5,6 ccm 
2-n. NaOH 
Py vor der Girung: 5,3 6,2 7,2 8,5 
Wahrend d. Girung zuges. 0 1,8 ccm 4,1 com 6,2 ccm 
2-n. NaOH 
PH nach der Girung: 4,74 6,18 7,02 8,20) 
g vergorener Zucker: A B U 1) 
mach 3 Stunden. ........ 30 2,1 2,0 1.5 
ee 3,1 3,1 2? 
PH: D 5,2 7,1 $25 
Rel. Garungsgeschwindigkeit nach 3 Std. 100 105 100 70 
: : ae 100 103 103 73,5 


Diese Zahlen erganzen wir mit folgenden, an der oben 
erwaihnten Torulahefe gewonnenen*) Ergebnissen: 








| I | I Hi Relative 
_ Trocken- | iasiieiiiia Vergorene | fl Cendant. 
PH  gew. der | eaten _ Glukose | I - II keit 
Hefeg | Std. | g | 
56 | 165 | 3 | 26 0,54 100 
84 | 0,96 | g | 2.8 0,32 59,3 


Wie auch aus der Fig. 1 hervorgeht, andert sich die 
Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs, wenigstens in den 5 
ersten Gdrungsstunden, zwischen py = 5 und py, = 7 nicht. 

Was die Kohlensaiureentwicklung betrifft, so ist jeden- 
falls hervorzuheben, daf es uns trotz vielfacher Variationen 
der Versuchsbedingungen nie gelungen ist, auch nur an- 
nahernd die Entwicklung der Kohlensiure aufzuheben, und 
wir kénnen insofern die von Oelsner und A. K och 2) mit- 
geteilten Versuche als eine Bestaétigung unserer friiheren Re- 
sultate (Ark. f. Kemi, Bd. 7 Nr. 3, 1918) betrachten, welche 
den genannten Forschern offenbar entgangen sind. 


*) O. Svanberg, Fermentforschung 1. c. 
7) A. Oelsner und A, Koch, Diese Zeitschr. Bd. 104, 8. 175 (1919). 
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Wie Wilenko zu seinem auffallenden Ergebnis ge- 
langt ist, laf&t sich natirlich schwer beurteilen. Der Um- 
stand, daly Wilenko seine Versuche nach eigenen An- 
gaben in den beschrankten Verhaltnissen eines Festungs- 
spitales (Deblin) ausfiihren mute, gestattet vielleicht an 
die Méglichkeit zu denken, daf seine girenden Lésungen 
stark mit Milchséurebakterien infiziert waren; man findet 
darunter sehr alkalitolerante Arten und Staémme, welche sich 
noch bei p, — 8,5 aus einer geringen nicht ungewéhnlichen 
Infektion des Ausgangsmateriales gut entwickeln '). Da 
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Wilenko keine Angaben iiber eine vorgenommene Prii- 
fung auf Alkohol macht, sondern nur den Verbrauch des 
Zuckers verfolgt zu haben scheint, so wire durch Milchsaure- 
girung das Fehlen von Kohlensiure erklart. 


2. Girung anderer Hexosen. 


Zu allen vergleichenden Garungsversuchen an Zymo- 
hexosen kam folgende Reaktionslésung zur Anwendung: 


') Siehe O. Svanberg, Uber einige milchsiiurebakteriologische py- 
Sestimmungen, Akad. Abhandlung, Stockholms Hégskola, 1918. 
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80 ccm Hefenwasser . 


120 ccm destilliertes Wasser 


7,09 2 


0,5 ccm Phenolphtaleinlisung . 


4,4 


mn 45 g Hexose (siehe Tabellen) . 


Dinatriumphosphat 





anberg, 









































In 150cem dieser Lésung wurden 10g Hefe vom 
Trockengewicht 30% suspendiert. 
Versuch 8 (Glukose-Fruktose). 
i. Mittelwerte + Mittelwerte 
Stunden hs 
com2-n.NaOQH; g Glukose |cem2-n,NaOH, g Fruktose 
0 — | 4,40 ~ | 4,40 
I 3,8 -- 4,5 | i 
2 5,6 — 9,5 -= 
3 2,9 a 3,2 | eis 
4 7 - 2,0 | — 
5 1,6 0,70 1,6 0,90 
Vergorener Zucker: 3.70 g 3,00 ¢ 
0 a ‘ 
oi baa : | /o Vom ; /) Yom 
Entwickelt : é | vergor. Zucker 6 | vergor.Zucke! 
CO, 1,22 33,0 193 «| 353 
Alkohol -- — 1,11 52,1 
Versuche 9, A und B (Glukose- Mannose), 
A 
Mittelwerte tae ~ Mittelwerte 
Stunden 


cem2-n.NaOH = _g Glukose 





0) 1,6 
1 6,7 
2 5.0 
3 2,0 
4 2,0 





| 4,44 


—— 


2.18 


| 


| 





0,74 


com 2-n, NaOH | g Mannose 


1,0 4,44 
3,0 _ 
2,0 3.07 
1,5 — 
2,0 1.91 
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Vergorener Zucker: 






























































3,70 g 2,58 
i | %/) vom | /9 Vom 
Entwickelt: 3 | vergor.Zucker 5 | vergor.Zucker 
CO, i6- | a 0,78 30,8 
Athylalkohol 1,16 31, 0,77 30,6 
B 
ae Mittelwerte Mittelwerte 
Stunden . 
cem2-n.NaOH|! g Glukose |ccm2-n.NaOH, g Mannose 
0 0,5 4,16 0,5 4,16 
| 4,25 | — 3,25 a 
2 4,25 2,39 2,0 2.89 
3 3,0 — 2.0 — 
4 2,0 1,63 1,5 2,46 
Vergorener Zucker: 2,538 g 1,70 ¢ 
| 0; , 0 
i alae Pp | /, Yom : Jo Vom 
Entwickelt: - | vergor.Zucker ™ | vergor.Zucker 
CO, 086 | 34,0 063 | 87, 
Athvlalkohol 0,81 32,0 0,59 34,7 
Versuch 10 (Glukose-Galaktose). 
; Mittelwerte  Mittelwerte 
Stunden . a 
cem2-n.NaOH, g Glukose [ccm2-n,NaOH, g Galaktose 
0 0,5 | 4,54 0,5 ee 
1 45 | ae 1,0 Na 
2 65 | 1,97 0,5 4,03 
3 25 — 0 — 
4 3,0 | 1,23 0 4,03 
Vergorener Zucker: 3,01 g (0,51 g) 
i 0/ 
es | /, vom 
Ke , . ao | o — 
mtwichsett: S | vergor.Zucker © | 
’ " | 
CO, 1,05 | 31,7 0,11 ao 
Athylalkohol 1,04 31,4 0,09 — 
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Man bemerkt in der obigen Tabelle, dai bei dem Ver- 
such mit Galaktose die Reaktion nach 2 Stunden aufhért. 
Man sollte erwarten, da, wenn Galaktose durch unsere Hefe 
in schwach alkalischer Lésung iiberhaupt vergoren wird, ge 
rade umgekehrt die Vergirung erst nach einiger Zeit krit- 
tiger einsetzt. Wir nehmen deshalb an, dai die kleine an- 
fangliche Giarung im Galaktoseversuch zu einem wesent- 
lichen Teil von einer Verunreinigung des Priparates mit 
Glukose herriihrt, um so mehr, als die nachtrigliche Priifung 
mit einem kleinen Rest des gleichen Priparates im Polari- 
sationsapparat eine zu niedrige Drehung zeigte. 

Setzen wir die 4 Stunden vergorenen Glukosemengen 
= 100, so ergeben sich fiir die iibrigen Hexosen die folgen- 


den Werte: 
Glukose . . . . . 100 
Fruktose . . . .) 9% 
Mannose. ... . 7 
Galaktose . . . . <5 


Wir finden also, daf} die Unterschiede in der Vergi- 
rungsgeschwindigkeit zwischen Glukose und Fruktose fast 
in die Versuchsfehlergrenze fallen, jedenfalls sehr gering 
sind. Bei normaler Aciditét werden bekanntlich Glukose 
und Fruktose ebenfalls annéhrend gleich schnell vergoren. 
und zwar auch unter ungiinstigen Gadrungsbedingungen. 

Die Vergairung der Mannose erfolgt dagegen bei p,, — ~ 
ausgesprochen langsamer als diejenige der Glukose. Dies er- 
innert an das interessante Ergebnis von A. Slator’), dals 
Mannose, welche durch normale Hefe gleich schnell oder so- 
gar etwas schneller vergoren wird als Glukose’*), nach Ab- 
schwichung der Hefe durch Erhitzen viel langsamer ge- 
spalten wird als die Glukose. Euler und Lunde- 
qvist’*) fanden, daf} die Gérung der Mannose bei normaler 
Aciditaét durch Phosphat im Gegensatz zur Glukose nicht 
beeinfluRt wird. Alle diese Beobachtungen deuten, wie [frii- 


4) A. Slator, Journ. Chem. Soc. Bd. 93, 8. 217 (1908). 
*) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. Bd. 76, 8. 600 (1905). 
3) Euler und Lundeqvist, Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 97 (1911). 
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her erwahnt, darauf hin, daf die bei der Vergérung von 
Mannose eintretenden Zwischenreaktionen teilweise andere 
sind als diejenigen, welche bei der Gdrung der Glukose statt- 
finden. 

3. Hydrolyse und Girung von Biosen. 


Gairungsverlauf. 


Zu den Versuchen 11—15 benutzten wir folgende Reak- 
tionslésung: 
30 com Hefenwasser, 
120 com Wasser, 
7,5 g Dinatriumphosphat, 
0,5 cem Phenolphtaleinlésung, 
ca. 4,5 g Zucker. 
In 150 cem dieser Mischung wurden 10 g Hefe (Trocken- 
gew. 30%) aufgeschlemmt. 
Als Einleitung zum Studium der alkalischen Rohr- 
zuckervergérung sei der folgende Vorversuch mit Invert- 
zucker angegeben: 


























— Mittelwerte Mittelwerte 
Stunden ) 
st eem2-n.Na OH; g Glukose [ccm 2-n.NaOH |g Invertzucker 
0 0,5 | 4,44 0,5 | 4,44 
] 3,5 = 3,9 | ia 
, 45 2.16 3.95 | 2.17 
3 32d — 4,0 | —_ 
4 2,25 1,41 2,0 | 1,40 
Vergorener Zucker: 3,03 g 3,04 g 
ee | %%/, vom | °%/, vom 
Entwickelt: 8 | vergor.Zucker 6 | vergor.Zucker 
C0, 103 | 340 110 | 362 
Athylalkohol io2 8 86| 8 §688,7 098 | 322 








Wie zu erwarten war, wird also der Invertzucker auch 
bei py = 8 ebenso schnell vergoren, wie seine Komponenten 
einzeln. 
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Versuch 11 (G. Hallberg). 
[| _ Mittelwerte ‘ Mittelwerte 
Stunden or 
ccm 2-n. NaOH | g Glukose [ccm 2-n.NaOH | g Rohrzucker 
0 ioe | 4,40 _ | 4,40 
1 6,0 | — 1,5 | _ 
2 3.0 | ae 
3 3,6 | — 5,5 ” 
4 1,6 | 1,23 3,0 0,82 ') 
Vergorener Zucker: 3,17 g - 
as ; : °/, Vv. vergor. g 
Entwickelt: 2g | o alone: L 
CO, 114 | 360 1,21 
Athylalkohol 1,20 37,9 1,29 
Versuch 12 (Svanberg). 
Mittelwerte Mittelwerte eee 
Stunden cem 2-n ccm 2-n. | g Rohr _— 
. - i evga lea ; sation 
NaOH | & Glukose NaOH | zucker 
0 0,5 4,44 05 | 4,44 _ 
1 5,5 see 2.0 | —~ + 0,59 
2 6,0 2,27 4,0 | 0,95?) 4+- 0,46 
3 3,0 — 3,8 | — + 0,31 
4 1,5 1,33 2.7 | 0,28 °) +- 0,24 
Vergorener 
Zucker: 3,11 ¢g 
1 0/ . 
ee /, ¥. verg. 
Entwickelt: g |” Zacker g 
} 
co, 1,13 | 36,3 1,08 
Athylalkohol 1,19 | 38,6 1,12 


1) Invertzucker, bestimmt nach Bertrand. AuBer dem Invert- 
zucker enthielt die Lisung noch uninvertierten Rohrzucker. 
*) Invertzucker, nach Bertrand bestimmt. Daf die Lisung aufer- 
dem noch uninvertierten Rohrzucker enthalt, geht aus den in der letzten 
Spalte angegebenen positiven Drehungswerten hervor. 
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Versuch 13 (Heintze). (py == 8,3—8,5.) 

















Mittelwerte Mittelwerte 
Stunden com 2-n. | Glukose com 2-n. {| Zucker 
NaOH | . NaOH | , 
} i 
0 0,5  - 0,5 3,2 (Rohrz.) 
l 7,2 1,8 9,2 — 
2 6,0 0,9 4,1 | - 
2 2.6 O.5 5,4 | — 
4 0,2 0,1 2.8 0,44 (Invertz.) 
Vergorener 
Zucker: — 4,32 g 
Entwickelter 
Athylalkohol: -- _ 1,39 g = 32,2%, 








Berechnet man die Mittelwerte fiir die innerhalb 4 Stun- 
den gebildeten Mengen Alkohol und Kohlensiure aus den 
heiden Versuchen 11—12 — die Versuchsreihe 13 ist mit 
etwas gréfReren Zuckermengen angestellt —, so ergeben sich 
folgende Zahlen: 

















Glukose Invertzucker Rohbrzucker 
Entwickelt CO, 1,14 1,10 1,14 
" Alkohol 1,20 0,98 1,20 


Bei der Versuchsreihe 13 ist die Alkoholausbeute nur 
fiir den Rohrzuckerversuch bestimmt worden, wir kénnen 
uns hier an die Menge der zur Neutralisation der Kohlen- 
siure verbrauchten Natronlauge halten; dieselben betrugen, 
ausgedriickt in ccm 2-n. Natronlauge in 


Versuch 13 Vorversuch 








Glukose Rohrzucker Glukose Invertzucker 








16,0 17,5 14 13,25 
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Ks ergibt sich also, daf& bei der untersuchten Alkalini- 
tat die Inversion des Rohrzuckers geniigend schnell erfolgt, 
um zu erméglichen, daf} Rohrzucker ebenso rasch vergoren 
wird als Glukose bezw. Invertzucker. 


Versuche 14 und I5 (Laktose und Maltose). 


Die beiden mit Laktose und mit Maltose angestellten 
Versuchsreihen kénnen wir in eine Tabelle zusammenfassen. 
Die Parallelversuche mit Glukose zeigten, dafi die Hefe in 
jedem Fall die normale Garkraft besaf. 





Mittelwerte Mittelwerte 




















Stunden ccm 2-n. ccm 2-n. 
NaOH g Laktose NaOH gz Maltose 
0 0,5 4,44 0,5 4,44 
1 1,0 — 0,5 — 
? 0 -— 0,5 — 
) 0,5 - 0 — 
4 0 — 0 | 
unkorr. korr. unkorr. korr. 
Entwickelt CO, 0.16 0,06 013 | 0,03 
; Athylalkohol 0.16 0,06 0,14 0,04 


Die direkt gefundenen Mengen CO, und Athylalkohol 
sind wegen der Selbstgirung der Hefe zu korrigieren. Die 
sich dann ergebenden kleinen Mengen der gebildeten Ga- 
rungsprodukte diirften teils von geringen Verunreinigungen 
der Biosen mit Glukose herriihren, teils von dem Umstand, 
da die Selbstgéirung der zu diesen Versuchen angewandten 
Hefe etwas héher war. 

Dai die Laktose bei der untersuchten Alkalinitaét nicht 
vergoren wird, war zu erwarten, da diese Biose auch in 
schwach saurer Lésung von Hefe, infolge Abwesenheit von 
Laktase, nicht angegriffen wird. 

Unser Befund, dafS Maltose bei p,, 8 nicht vergoren 
wird, zeigt, dafX Maltase, welche ja stets in Oberhefe vor- 
handen ist, bei dieser Alkalinitaéat nicht wirksam ist. Das 
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Qptimum der Wirkung der isolierten Maltase aus Bierhefe 
liegt nach Michaelis und Rona’) bei p,, —6,1 bis 6,8. 
Der Abfall der Wirkung auferhalb dieser Grenzen ist nach 
Angabe der genannten Forscher sehr stark. ,,Dieser Abfall 
ist viel steiler, als es bei allen bisher von uns untersuchten 
Fermenten der Fall war.“ 

Dies steht also in bester Ubereinstimmung mit unseren 
irgebnissen an lebenden Zellen. Insbesondere ist der Unter- 
schied gegen Invertase zu betonen, welche, obwohl ihr Wir- 
kungsoptimum bei viel héherer Aciditat liegt, doch bei einer 
Alkalinitaét noch katalysiert, bei welcher die Maltase schon 
véllig inaktiv ist. 

Der Umstand, dafi sich Maltase und Invertase hinsicht- * 
lich ihrer Alkaliempfindlichkeit wesentlich unterscheiden, 
vibt ein Mittel an die Hand, Rohrzucker und Maltose in L6- 
sung biologisch zu trennen. Man bringt die Lésung der bei- 
den Biosen auf p, —8, so wird durch eine geeignete Ober- 
hefe der Rohrzucker auswihlend vergoren, wiihrend die Mal- 
tose erhalten bleibt. 


Inversionsversuche. 

Nachdem die vergleichenden Versuche zwischen der Ver- 
gérung der Glukose und des Rohrzuckers das Resultat er- 
geben hatten, da bei der untersuchten Alkalinitaét die bei- 
den Zuckerarten gleich schnell vergoren werden, wurde die 
Inversion des Rohrzuckers in schwach alkalischer Liésung 
bei Gegenwart von Phosphat untersucht. 

Vor der Einfiihrung der exakten p,,- Messungen lagen 
folgende Angaben in der Literatur vor: 

O’Sullivan und Tompson”), welchen wir die 
ersten griindlichen Studien an Invertase verdanken, haben 
auch den Einflu8 von Alkali untersucht und schreiben: ,,The 
caustic alkalis, even in very small proportions, are instantly 
and irretrievably fatal to the reaction.“ Unter den folgenden 


') Michaelis und Rona, Biochem. Zeitschr. Bd. 57, 8. 70 (1913). 
2) O'Sullivan und Tompson, Journ. Chem. Soc. London Bd. 57, 
S. 852 (1890). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CY. 15 
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gréferen Untersuchungen iiber die Kinetik der Invertase 
wire zunichst diejenige von Henri zu nennen, welche aber 
bekanntlich dadurch, daf} dieser Autor weder auf die Multi- 
rotation der Hexosen noch auf die Abhingigkeit der enzy- 
matischen Reaktion von der Konzentration der Wasserstoff- 
ionen Riicksicht genommen hat, nicht verwertet werden 
kann. Ein wesentliches Verdienst, auf diese beiden Fak- 
toren erneut die Aufmerksamkeit gelenkt zu haben, gebiihrt 
zWweifellos Hudson'), welchem wir die Aufklérung der 
Vorgange bei der Multirotation verdanken. Mit Paine’) 
hat er besonders den Einflu8 der Séuren und Alkalien auf die 
Aktivitaét der Invertase untersucht. Beziiglich der Alkali- 
wirkung kommt Hudson zum Resultat: ,If a strongly 
active solution of invertase is made faintly alkaline to litmus 
and some cane sugar is dissolved in it, no inversion of the 
sugar occurs even after several hours.“ 

Durch die beiden von S6rensen und von Michae- 
1is*) und ihre Mitarbeiter fiir biochemische Zwecke ausge- 
arbeiteten duferst genauen und zweckmafigen Methoden zur 
Bestimmung der Wasserstoffionen sind die Messungen auf 
diesem Gebiet auf eine exaktere Grundlage gestellt worden. 

Sérensen und Michaelis haben selbst die ge- 
nannten Methoden, besonders die elektrometrische, auf In- 
vertase angewandt und die Beziehungen zwischen der Kon- 
zentration der Wasserstoffionen und der Aktivitaét der In- 
vertase festgestellt. Die Messungen von Sédrensen er- 
strecken sich bis zum Neutralpunkt (eine Angabe bezieht 
sich auf py 7,3). Dagegen haben Michaelis und 
Davidsohn*) ihre Untersuchung bis zu py 8,5 aus- 


1) C. S. Hudson, Journ. Amer. Chem, Soc. Bd. 30, 8. 1160 u. 1564 
(1908). 

7) Hudson und Paine, Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 32, 8.774 (1910). 

4) S$. P. L. Sérensen, Comptes rendus Carlsberg Bd. 8, S. 1 (190%) 
und Biochem. Zeitschr. Bd, 21, 8. 131 (1909). Siehe auch Asher-Spiros 
Ergeb. d. Physiol. Bd. 12, 8. 393 (1912). 

*) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 35, 8. 356 
(1911). — Michaelis und Menten, ebenda Bd. 49, S. 333 (1913), — 
Michaelis, ebenda Bd. 60. S. 91 (1914). 
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gedehnt und die Kurve, welche die Beziehung zwischen p, 
und Aktivitét darstellt, bis zum O-Wert der Aktivitaét aus- 
gezogen. Es war fiir uns um so mehr von Bedeutung, uns 
von der Genauigkeit dieser Messungen zu iiberzeugen, als, 
wie erwahnt, friihere Angaben in entgegengesetzter Rich- 
tung gingen. 

In schwach saurer Lésung kann die dem gesammten In- 
vertasegehalt der Hefezellen entsprechende Inversionsfihig- 
keit der lebenden Zellen quantitativ ermittelt werden'). In 
onaloger Weise haben wir die invertierende Wirkung dieser 
Zellen bei Alkalinititen bis py == 8,5 untersucht. 

Die Temperatur war auch bei diesen Versuchen 28°. 
Die optische Drehung bezieht sich auf das Licht einer Queck- 


sitberlampe. . . 
Versuch 16. 


0,1 ¢ frische Hefe (31% Trockensubst.) in 101 cem der 
folgenden Lésungen suspendiert: 

















75 ~—s cem 13,4°/,ige Rohzuckerlés. 75cem 13,4°/,ige Rohzuckerlés. 
25 ecem 16°/,ige Na, HPO,-Lés. 25cem 10°/,ige Na, HPO,-Lés. 
1,06 com 30°/,ige H, PO, 1ccem Wasser 
101,05 cem 101 cem 
Pi { vor dem Versuch: 5,07 pi { vor dem Versuch: 7,84 
*~ (nach , e 4,67 | mach , * 7,50 
Py = 4,8 py = 7,7 
Minu- | 
ten |Drehungsgrade! Inversions- |Drehungsgrade| _ Inversions- 
| 5em-Rohr konstante k-10° 5 em-Rohr | konstante k- 10° 
0 | 1,63 =e 164 | i 
1h | 1,58 67 | _ i 
30 | 153s | 67 — — 
45 | 1,48 67 | — | — 
60 | 1,42 | 73 ! 1,62 6,5 
90 || 135 | 65 _ | — 
120 | 1,28 63 1,59 | 8,2 
co") | — 0,59 — — 0,59 _ 
| Mittel: 67 | Mittel: 7,3 





1) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 71, 8. 14 (1911). 
*) Berechnet aus der Gleichung: Maximale Linksdrehung = Maxi- 
male Rechtsdrehung (0,44 — 0,005 t). t = 16° 
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Da schon bei diesem Versuch die absoluten Werte des 
Drehungsriickganges recht gering waren, mufte im folgen- 
den, bei héherer Alkalinitaét angestellten Versuch mit der 
10fachen Hefemenge gearbeitet werden. 

Versuch 17. 

Demgemal} wurden 10g frische Hefe in 150.5 cem der 
folgenden Liésung suspendiert: 

100 com 5°/,ige Rohrzuckerlésung 


50 cem 10°/,ige Na, HPO,-Lisung 
0ocem 1°/,ige Phenolphtaleinlésung 
150,5 ecm 
PH = 8.5. 

Bei optimaler Aciditaét wird bekanntlich die Inversions- 
fahigkeit von Hefezellen durch die Gegenwart von Toluol 
nicht beeinfluBt. Dies gilt auch fiir schwach alkalische Lé- 
sungen (siehe folgendes Kapitel). Es wurde also in diesem 
Versuch die Garung durch Toluolzusitze unterdriickt, um 
die Inversion mehr hervortreten zu lassen. Es wurden zu- 


gesetzt: ; 
Zu Versuch A: 1 ccm | 

















Zu Versuch B: 2 ccm f mene. 
! 1 ccm Toluol | 2 ccm Toluol 
den j;ccm 2-n.| Reduzierb. k- 104! cem 2-n. teduzierb. | k- 10° 
NaOH | Zucker in °/, | NaOH = Zucker in °/, | 
0 05 — 0,35 | | OB 0,35 ge 
1 12 | ~ } — | 11 0,89 14 
2 0,2 16 | 9 | Os 1538 | 17 
3 0,0 _ | — ff 0,1 1,89 | 16 
4 00 | 1,89 wf 6} 2,16 | 15 
5 | 0,0 | 2,42 5 | 0,0 242 | 15 
6] o1 | en | ne 2a ae 2 
2 | 02 3,40 | — |} og 3,48 =" 
cf 352 | 15 | — - | 15 


4. Giftwirkung auf lebende Hoefe in alkalischer Lisung. 
Nach Versuchen von N. Florell. 
Die Giftwirkung in alkalischer Lésung wurde in erster 
Linie in methodischer Hinsicht untersucht, um zu_ sehen, 
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durch welche Zusaétze die Wirkung der Invertase von den 
(;arungsreaktionen isoliert werden kann. Es war von vorn- 
herein zu erwarten, dafs sich zwischen den Giftwirkungen in 
saurer und alkalischer Lisung Ungleichheiten zeigen wer- 
den. Bei py, = 8 sind diejenigen Giftstoffe, welche sauren 
Charakter besitzen, in Form von Salzen anwesend, die sehr 
schwach sauren Stoffe, wie Phenole usw., allerdings teilweise 
hydrolysiert. Da die Giftwirkung einer Substanz in erster 
Linie davon abhingt, ob dieselbe in die Zellen eindringen 
kann, so wird ohne weiteres verstindlich, daB beispielsweise 
die Salicylsiiure in saurer Lésung vergiftet, in alkalischer 
Lésung dagegen unwirksam ist. 

Abgesehen von dieser chemischen Verdnderung, welche 
ein Giltstoff durch die Alkalinisierung der Lésung erfahrt, 
kann die Plasmaschicht der Zellen durch Uberschuf freier 
H- oder OH-Ionen hinsichtlich ihrer Durchliassigkeit selbst 
verandert werden. 

Wir geben nun zunachst die von N. Florell ausge- 
fiihrten Versuche an’). 

Versuchsbedingungen: Bei allen in diesem 
Kapitel erwaihnten Versuchen wurden 10g frische Hefe von 
durchschnittlichem Trockengewicht 30% in 175,5 ccm fol- 
gender Loésung aufgeschwemmt, welche wahrend der Ga- 
rungen durch kleine Alkalizusaétze auf konstanter Alkalini- 
tit gehalten wurden. Géarungstemperatur 28°. 


110 cem 6,8°/,ige Glukose- bezw. Invertzuckerlisung 
40 ccm 10°/,ige Natriumphosphatlisung 
25 cem Hefenwasser 
0,5 ccm Phenolphtaleinlésung 
175,5 eem 
PH = 8,0. 


In diese Lisung wurden die Giftstoffe in fester Form 
eingewogen. Der vergorene Zucker ist nach der Reduktions- 


‘) Einige Angaben hieriiber finden sich bereits in Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi Bd. 7, No. 3 (1918). 
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methode von Bertrand bestimmt. Simtliche Zahlen sind 
Mittelwerte aus wenigstens 2 Versuchen. In den Tabellen 
sind neben den vergorenen Zuckermengen in g auch die 
Mengen der gebildeten Girprodukte angegeben, und zwar in 
yramm und in Prozenten des vergorenen Zuckers. 


Versuch 18 (Chloroform). 


Bekanntlich hemmen Protoplasmagifte wie Toluol, Chlo- 
roform, Thymol usw. die Girung der lebenden Hefe bei nor- 
maler Aciditét in hohem Grad, nur die Wirkung der freien 
Zymase bleibt bestehen. Daf Toluol auch bei alkalischer 
Reaktion die Garung herabdriickt, zeigte sich bereits beim 
vorhergehenden Versuch 17. 


g vergorener Zucker. 





C Niciiltaae 
Stunden | Ohne Zusatz a | 





| I ¢ 0,05 »ccom | O1¢ ecm | 0,2 ccm. | 0,5 cem 
| ! 

2 3,07 27 4 QO 22 1,5 

4 | 4.70 | 41 { 3:9 af 98 


Nach diesen Ergebnissen wird die alkalische Garung 
durch die angewandten Mengen Chloroform, etwa 0,2 %, noch 
keineswegs ganz aufgehoben. Andererseits ist auch bei sehr 
kleinen Zusadtzen, 0,02%, keine Aktivierung bemerkbar. 


Jodoform zeigte einen ahnlichen, aber noch etwas 
schwacheren Effekt. Ein Zusatz von 0,2% verringerte in 
2 Stunden die Garungsgeschwindigkeit um etwa 10%. 


Versuch 19 (Acetaldehyd). 


Wegen der vielfachen Beziehungen des Acetaldehyds zu 
den Girungsvorgaingen wurde auch ein Versuch iiber die Hin- 
wirkung auf die alkalische Garung angestellt. Bei der 
schwachen Alkalinitiit py —8 ist nicht zu befiirchten, dal 
in 2—4 Stunden ein wesentlicher Teil des Acetaldehyds 
durch das Alkali veriindert wird. 
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{ 2¢ Acetaldehyd i Ohne Zusatz 














— = ' 
= | vergor. Zucker | ‘gebild. CO, .— Zucker _gebild. CO, 
rs | Le SL SEO sk elena 
- i 
Z| os | | /v.vergor. or. || r _ iw vergor. 
D |i 7 - Zucker } * ed Zucker 

$ U J i } 

{ I S 

) | 1,21 _ a oe 
4 | 2,62 | 0,84 330 | 3,68 | 1,22 34,4 


Durch etwa 1% Acetaldehyd wird also die alkalische 
(irung nicht unwesentlich gehemmt. Eine solche Hemmung 
macht sich auch in saurer Lésung geltend *). 


Versuch 20 und 2] (Milchsiure und Chloressigsiure’. 


Erstere Substanz wurde wegen ihrer wichtigen Rolle 
bei der biologischen Zuckerspaltung untersucht. 











} } 
2 ¢ Na-Laktat | “Ohne Zusatz 
Ss iverg gor. Zucker | gebild. r; 10. i vergor. Zucker | sebild. CO, 
i fan Por “It An SEN: i Te 
S | | 
= | ony, vergor. _ 3 Ya v.vergor. 
2 | Pg oe 0 j ia 2  ¢ 
D |i . | ©& | Zucker | ” 7 Zucker 
i € a | } tH ‘ ; 
2 | 3,05 oa — 3,22 —— a 
{ 5,15 1,46 28.4 5,21 1.42 27,2 


Der Zusatz von Laktat erwies sich also bei p,, = 8 ohne 
wesentlichen Einflufi auf die Gérungsgeschwindigkeit der 
Glukose. Bei normaler Aciditét tritt bekanntlich eine Be- 
schleunigung ein. 

Chloressigsaure lieferte ein ganz analoges Er- 
gebmis; wir sehen deswegen von der Wiedergabe der 
Zahlen ab. 


Versuch 22 und 23 (Adrenalin und Thyrrheoidea-Extrakt). 


In diesem Zusammenhang seien 2 Versuche mitgeteilt, 
welche in Riicksicht auf vermutete physiologische Beziehun- 
gen angestellt wurden. 


4) Euler u. Sahlén, Zeitschr. f. Girungsphysiol. Bd. 3. 8.225 (1915). 
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g vergorener Zucker. 








; , 5 ccm n Thyrrheoidea- 
8 . Ohne Zusatz 005 g Suprareni 
tunden Jhne Zusatz 0.005 g Suprarenin Extrakt 
2 2,30 2,37 2,27 
4 3,82 3,94 3.75 











Kine deutliche Wirkung konnte weder beim Adrenalin 
noch beim wissrigen Extrakt der Schilddriise eines Schafes 
festgestellt werden. 


Versuch 24. 























“Nach 2 Stunden ‘Nach 4 Stunden 
Senate Vengo. | co, | Alkohol | Wergor.| CO, | Alkoho! 
iil: | Set he ae 
| joe /o Ve » kore y | y¥e 
8 | y a | "4: K en; 8 |e 
i | | aa | 
Ohne Zusatz 179, — | —!|— |; —] 2,90 1,08 | 85,6 | 0,97 | 33,4 
Ani 0.5cem | 108: — — : — | — | 1,42 | 0,49 34,8 | | 0,45 | np 
lin 1,0cem |] 0,35 ' — | — |! — | —] 0,66 0,24 | 36,3 | 0,23 
2 cm] 018, —- — —| — — —- — - 
Ohne Zusatz 1,95; —|—|—|.—] 266| — | —|j- ' 
Pyri- fl cem] 189) — | — + — | —] 240) — | —|— 
din | 2 cem | 0,75 }— | — | — | 1,24 [0,41/ 33,2; — 





Anilin ist im allgemeinen ein ziemlich wirksames Kn- 
zym- und Protoplasmagift; seine erhebliche Wirkung macht 
sich auch mock geltend ; wie aus der Tabelle ersichtlich, wird 
durch rund 1% Anilin die Giarkraft der Hefe um 75% ihres 
Wertes aia Vergl. auch Fig. 2 8. 220. 


Bedeutend weniger wirksam erweist sich Pyridin. 
> 


Versuch 25 (Na-Salicylat). 




















2 g ¢ Na-Salicylat Ohne Zusatz, 
Ver a ‘ j Vergor. | =a 
Stunden Sather | CO. , Alkohol Zucker | CO, Alkohol 
‘ng ae = oe re 





2 7 See Pe 








I 
4 3,34 | 1,26! 87,71 1,17 | 34,21 3, 
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Durch den Zusatz von 2g — rund 1,1% — Salicylat 
wird also eine kleine Beschleunigung der Garwirkung erzielt, 
welche die Versuchsfehlergrenze etwas iiberschreitet. Ein 
Versuch mit 1g Salicylat und der doppelten Hefemenge gab 
ein ahnliches Resultat. Im Gegensatz hierzu wird die nor- 
male Garung durch freie Salicylsiure stark, nach Weh- 
mer') schon in einer Konzentration von 0,1% vollstandig 
gehemmt. Auch nach Will’) und Schulz ist die Wir- 
kung der Salicylsiiure auf Hefen sehr erheblich. 


Versuch 26 (Resorcin). 











2 ¢ Resorcin Ohne Zusatz 
uf Vergor. ' , Vergor. ave ie . 
y rig "iy Ve ta nia Vo “ ria “ig V: or %/gV- 
6 5 Z. - | * B 5 Z. ies eS 
2 eee ee ee ee 
4 1,29 0,35 31,4. 0,34 30,5] 4,40 | 1,40) 31,8) 1,85 30,7 





Durch etwa 1% Resorcin wird also bei p, 8 die Gar- 
wirkung auf rund '% ihres Wertes herabgedriickt. Dies ent- 
spricht recht angenéhert der Hemmung, welche auch bei nor- 
maler Girung durch die gleiche Resorcinkonzentration her- 
vorgerufen wird*). Daf hier keine grofen Unterschiede 
zwischen den Wirkungen bei p, == 8 und = 5 auftreten, ist 
verstandlich, da Resorcin eine sehr schwache Séure*) ist 
(Dissociationskonstante K — 3,6-10—'"), deren Natrium- 
<alz also stark hydrolysiert sein mufs. 





Versuch 27 (Phenol). 


g vergorener Zucker. 








| Ohne | ‘Phenol 
Stunden : —— itt Ee 
Zusatz 0,05 g 010g | 020g O41g 
2 3,00 2.95 27 2.58 2.05 
4 4.46 4,28 4,07 3,72 2.82 








') Wehmer, Chem. Ztg. Bd. 21, S. 73 (1897). 

*) Will, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. Bd. 17, S. 61 (1894). 
*) H. Euler u. Beth Euler, Fermentforschung Bd. 1, 8. 465 (1916). 
*) Euler u. Bolin, Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 66, S. 71 (1909). 
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Die Versuche sind leider nicht auf gréfere Phenolkon- 
zentrationen ausgedehnt worden, so daf die Wirkungen mit 
denen des Resorcins nicht genau verglichen werden kénnen. 
Sehr grof scheint der Unterschied zwischen den Wirkungen 
beider Stoffe bei P, —8 nicht zu sein. 


Versuch 28 (Na-Pikrat), 
g vergorener Zucker. 





































































































Stund Ohne Pikrinsiure 
stunden ? ee ee eer Sapuduaainenner iain . 
dusatz 0125 , 025 | 050 | 1,00 
2 3,20 335 | 3290 | 285 41,6 
r 456 4.28 4,18 3.95 3.20 
7, 
T T T T | T 
eH Ree: 
-— j i 1 ci 
& os + aS 
* <2e 
» 3 
£ ‘i 
2 nN 
'S a6 Se 
; 
>» Fr 
; @ — 
9 
\ a 
fe “ 
8 PMN 
Pd az nay 
—— = 
Qr a 
re) as 10 "35 
Giflmenge in g 


Fig. 2. Die unbez. Kurve bezieht sich anf Anilin (S, 218), 
Versuch 29 (Na-Thiosulfat). 
Ohne deutliche Wirkung auf die alkalische Garung ist 
in den Konzentrationen 1,5% und 0,5% Natriumthiosulfat, 
wie folgende Zahlen zeigen: 


eg vergorener Zucker. 








; r Na, 8, 0, 
Stunden | Ohne Zusatz a 
0 
lg 3g 
| 
2 1,35 1,30 1,27 
4 2 94 9 30 2 91 











Anilin 
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D. Verlauf der Zuckerspaltung durch Trockenhefe bei p,, = 8. 


Die Gartatigkeit der Hefe wird, worauf Euler und 
af Ugglas die Aufmerksamkeit gelenkt haben, nur zu 
einem sehr kleinen Teil von der freien Zymase, bezw. dem 
freien Zymasekomplex, der Hauptsache nach vielmehr vom 
Protoplasma vermége der an dasselbe gebundenen Enzym- 
gruppen vermittelt. Darauf deuten in erster Linie die we- 
sentlichen Verschiedenheiten, welche sich bei der Einwirkung 
von Protoplasmagiften auf einerseits frische, anderseits auf 
durch Trocknung getétete Hefezellen ergeben. Hierbei ist 
gleich zu betonen, daf} ,,Dauerhefe“ oder ,,Trockenhefe“ in je 
nach der Art der Trocknung sehr verschiedenem Grad fort- 
pfllanzungsfihige Zellen enthalt, welche sich gegeniiber 
Protoplasmagiften ahnlich wie frische Zellen verhalten. Der- 
artage ,,Dauerpriparate™ zeichnen sich durch eine hohe Gar- 
kraft aus. 

Die folgenden Versuche von phil. mag. E. Mo berg sind 
mit solehen sehr garkraftigen Trockenpraparaten ange- 
stellt *). 

Beziiglich der Versuchsanordnung ist folgendes zu er- 
wihnen: Die Versuchslésung betrug jedesmal 150 ccm und 
wurde folgendermafen zusammengesetzt : 

20 ccm Glukoselisung, enthaltend 4,36 g Glukose. 
50 com Natriumphosphatliésung. 10 °/, ig, 
80 com Wasser. 
Hierzu: 
10 g frische Hefe bzw. die entsprechende Menge. 
ca. 3 g (genau bestimmt durch Analyse) getrocknete Hefe. 

Die Trocknung der Hefe geschah wahrend 24 Stunden 
hei Zimmertemperatur, 16°; sie hatte dann einen durch- 
schnittlichen Wassergehalt von 10%. Versuchstemperatur 
bei diesen Versuchen 27°. 

Es ist noch besonders zu bemerken, daf die taglichen 
Schwankungen der Girkraft der Hefe ziemlich bedeutend 


1) Vgl. Euler und Moberg. Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 7 
Nr, 12 (1918). 
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sind. Es sind deshalb nur die in einer und derselben Tabelle 
zusammengestellten Werte miteinander vergleichbar. 


Versuch 380A. 10 frische Hefe bezw. 3,4 g Trockenhefe. 





Versuch 30A. py = 5,3. 











Frische Hefe Getrocknete Hefe 
Se: : - " Stunden —— ~ 
Trekoer rad | & Vergorener ai |g vergorener 
Zucker red. | i Zucker red, | tins 

4,36 | om 0 4,36 es 
0,97 3,09 2 2,19 2,17 
0,36 4,00 4 0,66 3,70 








Versuch 30B. py = 8,5. 
Die Versuchslésung ist versetzt mit 0,5ccm 1%iger 
Phenolphtaleinlésung und 2-n. NaOH bis zur Alkalinitat 


Py ==8,3. Nach 4 Stunden wurden die Girungen mit 10 ecm 
2-n. NaOH unterbrochen. 




















Frische Hefe Getrocknete Hefe 
~ ot aay | fom! 
Bike| Oo E - igewl © E 
iat Sp 2.2, ca) 5 | SD Sis S 
giseis=| 2 Ss [eis |ssis4 x s 
ae am is) . a r S } gS i © ° wor a 
si-s| gi ~ 214 1"| #| = ’ 
N | wo oN 0 79 MIEN | | A, e0 eh 
l | 
4,36, — 05 07436';— 05:5 — — 
! 
1,89 2,97 3,0 _ ~— 2 12,91) 1,45 4,3 i, 
0,44 392145 1,30 1,41 411,68 268 5,0 095 0,99 
== 38,2 °/o — 36,0 °/, 35,5 °/, ==" 36,9 %/, 
Versuch 31. 6,7 g frische Hefe bezw. 2,2 g Trockenhefe. 
Versuch 381A. py = 5,3. 
Frische Hefe Getcocknete Hefe 
pager , | g vergorener Stunden pce inl igh cates g vergorener 
‘ Zucker red, > *, Zucker red. > ; 
linase Zucker 8  Zueker 
4,02 — 0 4,02 semen 
1,44 2,58 2 2,64 1,38 
0,43 3,59 4 1,50 2.52 








ZAucker 
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Versuch 31B. py = 8,5. 
Frische Hefe Getrocknete Hefe 
et cme 4 ae 
5 Bel O| & slS j58\.2 3 
wth oi yt b | Pe A o 7 ad ©} & = Rss 
scl as | Sz, ans fo} = Os | wre sa; | le fot 
g2)28|85| = S |eiseigsi85| = | 8 
: si°a) *< Ed ial ie ae 
+f on o op bf Mim | wo a | bf op 
02} — 10,5 _ — 10/402) — | 05 — ~ 
1.98 | 2,04 | 8,3 — _ 2 13,21 0,81 3,0 — 
1.83 3,19 | 5,5 1,13 1,16 41241 1,61, 3,5 0,55 0,57 
35.4 a =< 36.3 a F -_ 34.2 0 , 35.4 0 A 
Versuch 32. 3,3 g frische Hefe bezw. 1,1 g Trockenhefe. 
Versuch 382A, py = 5,3. 
Frische Hefe Getrocknete Hefe 
ne ee ae 
* Zucker red.| © r Zucker red. | 
g duck Zucker 5 | Zucker 
4,31 | — 0 4,31 | a 
2,80 | 1,51 2 3,57 0,74 
. i 
2.09 3,22 4 3,01 1,30 
1,25 | -3,06 6 2,43 1,88 
Versuch 382B. py = 8.5. 
Frische Hefe Getrocknete Hefe 
>) ae : : : pr neta : 
mT gag OS = ie leel OO} S 
oe) i= o —, — o | j } = | 
ido) bp 3 S Bis .|Sei.a' 5 
egibiee 2 os [alilHie2 2 | gs 
| i) nom i @ “= | 
Ne) Sle gi < oe) SSFP Slo 5 = i & 
» leo | oc, wo | w&© ale le | oc | | 0 
. | | ~ oer | | 
5,98 | — (05 —- | — 01598;-—-j|~—; — | = 
<= 
467/1,31/38' — | — |2|5,47 (051 OS oe ve 
a | % wx, 
3,838}215;40 — | — 4 15,13/0,85) 09); — | — 
wrr a a bee —— 
3,14)2,84;35 , 095 | — 6 14,80, 1,18) 0,7 | 037 | 0,38 
i — 33,5 o/,| | 31,4 °/ |= 32,2 7. 








Es ergibt sich aus den Versuchen dieses Kapitels zu- 





nichst, daf’ bei der Alkalinitét p,, == 8.5 die Giarkraft einer 
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Trockenhefe, wie wir sie untersucht haben, mehr geschwicht 
erscheint, als bei optimaler Aciditét. So ist das Ver- 
héltnis: 

durch ‘Trockenhefe in _2 Std. vergorener Zucker 

durch frische Hefe in 2 Std. vergorener Zucker 





bei gleicher Hefemenge fiir: 
Pu = 5,8 Pu = 85 
0.59 0,43 

Ferner zeigt sich, daf} die prozentische Ausbeute an Al- 
kohol und Kohlenséiure im Verhaltnis zum vergorenen Zucker 
bei der Vergirung durch frische und getrocknete Hefe wenig 
verschieden ist. 

Die auf Trockenhefe beziigliche Untersuchung ist hier 
aus duberen Griinden unterbrochen worden. Sie wird noch 
erganzt werden durch Versuche mit Praparaten, welche prak- 
tisch vollstandig aus getéteten, nicht fortpflanzungsfihigen 
Zellen bestehen, um die Alkaliempfindlichkeit des freien 
Zymasekomplexes in der Hefe mit der Alkaliempfindlichkeit 
des HefeprefSsaftes zu vergleichen. 


E. Zuwachs von Hefen in alkalischer Lisung. 


Durch die in den vorhergehenden Kapiteln angegebenen 
Messungen ist die Girungsgeschwindigkeit einer Hefe zum 
erstenmal bei exakt gemessener und konstant gehaltener 
Alkalinitat festgestellt und mit der Gairungsgeschwindigkeit 
bei optimaler Aciditaét verglichen worden. 

Auch hinsichtlich des Wachstums in schwach alkalischen 
Lésungen lagen bis jetzt nur orientierende Bestimmungen, 
aber keine den gegenwiartigen Anforderungen an Aciditiats- 
angaben entsprechenden Messungen vor. 

Nach iibereinstimmenden Angaben der Literatur *) wirkt 
freies Alkali auf Hefen schadlich; wo quantitative Angaben 
vorlagen, sind die Alkalimengen angegeben, welche der Kul- 


1) Higglund, Hefe und Girung in ihrer Abhingigkeit von Wasser- 
stoff- und Hydroxylionen. Akad. Abhandlung Stockholm 1914. — Samm. 
chem. u. chem.-techn. Vortriige. Enke, Stuttgart 1914. 
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turfliissigkeit zugefiigt worden sind!) Haigglund hat 
dann insofern einen Schritt weiter getan, als er versucht hat, 
Gaérung und Wachstum als Funktionen der H- und OH-Ionen 
darzustellen. Indessen kamen die von ihm in Aussicht ge- 
nommenen elektrometrischen oder kolorimetrischen p,,-Be- 
stimmungen einstweilen nicht zur Ausfiihrung und das ihm 
vorliegende Material konnte deshalb zu einer endgiiltigen 
Klairung der Verhaltnisse nicht fiihren. 

Mit den hier mitzuteilenden Messungen haben wir diese 
. Liicke auszutiillen begonnen und hoffen, dafS unser Zahlen- 
material in einiger Zeit im hiesigen Laboratorium erheblich 
vergroRert werden kann. 


. : Auch zu der von uns angestrebten méghichst allseitigen 
, [| | Beschreibung lebender Zellen diirfte ihre Alkalitoleranz einen 


_ [nicht unwesentlichen Beitrag liefern. 


Versuchsmethodik. 


i - Die Versuchskolben wurden im Thermostaten bei 30 
_ gehalten. Die Zihlung der Hefenzellen geschah im Tho ma - 
Zeifsschen Objektnetzmikrometer. Bei jeder Entnahme 
einer Probe wurde der py,-Wert von neuem elektrometrisch 
bestimmt. 


n | 1. Versuche mit einer Frohberg-Unterhefe (Frohb.-B.). 
Die Versuche wurden zunidichst mit einer Reinkultur 


U einer Unterhefe vom Frohberg-Typus ausgefihrt. Den 
' Stamm derselben verdanken wir Herrn Prof. Chr. 

‘ Barthel. 

5 Versuch I. 

- &§ Versuchslésungen: 
50 cem 10°/,ige Na, H PO,-Lésung, 

t 25 ,, Hefebouillon, 1°/, Rohrzucker enthaltend, 

1 ' 25 ., Leitungswasser, 





- 100 cem Nahrlésung. 

1) In der aiteren Literatur findet man besonders eingehende Angaben 
. iiber Lebensdauer und Girkraft von Hefen in alkalischer Lisung bei 
Henneberg, Wochenschr. f. Brauerei, 1908. 
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Diese Nahrlésungen (je 2 Parallelversuche A und B) 
wurden durch Zusatz folgender Mengen 2-n. NaOH auf die 
angegebenen elektrometrisch bestimmten p,,-Werte gebracht: 

Nr. 1 2 > 4 D 
ccm NaOH 0 0.1 0,2 0.25 0,3 
ae: a a | ae. a 


Die bei 110° sterilisierten Kolben wurden nach dem Ab- 
ktuhlen mit einer Platina-Ose einer stark wachsenden Kultur 
der Frohberg-Hefe geimpft und bei Zimmertemperatur 
gehalten. 

Nach 2 Wochen war in keiner der 5 L6- 
sungen Zuwachs eingetreten. 


Versuch 2. 


Der obige Versuch wurde nach der sauren Seite hin mit 
Messungen an 4 Lésungen ergiinzt, welche den gleichen Phos- 
phatgehalt wie die obigen besafen und auf folgende elektro- 
metrisch bestimmten p,- Werte gebracht worden waren: 


Py = 6,5 7.0 ri 8,1 


Die sterilen Kolben wurden wie in Versuch 1 geimpit. 

Nach 10 Tagen zeigte sich in keinem der Kolben ein 
ZAuwachs. 

Offenbar hatte hier der starke Gehalt (5%) an Natrium- 
phosphat die Vermehrung der Hefe gehindert. Beim nichsten 
Versuch wurden deshalb die N&ihrlésungen ohne Phosphat be- 
reitet. 

Versuch 3, 

In jedem Kolben: 250 cem Hefebouillon, 4g Rohrzucker 
enthaltend. Zusatz von 2-norm. Natronlauge und p,, - Werte 
sind wie oben angegeben: 


Nr. 1 2 3 4 
ccm 2-n. NaOH 0 1 1, 
PH 0,9) rf | 7 


Die Versuchskolben wurden wie oben angegeben steri- 
lisiert, abgekiihlt und geimpft. 
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Kolben: 





r f Zellenzahl \ 
\ per mm { 


PH — 7.0 7,4 8,3 

f Zellenzahl \ 
™\ per mm? f 
Pu a oe (7,0) 8,3 


Nach 4 Tage 


3 000 1 300 160 0 


50 000 52 000 59 000 0 


Nach 5 Tage 














Der Zuwachs in 4 Tagen war mit ansteigender Alkalini- 
tat fortschreitend gehemmt. Maximum nach diesem Versuch 
zwischen py = 7.4 und 8,3. 


Versuch 4. 


Die im vorigen Versuch enthaltenen ziemlich weiten 
Grenzen fiir das Maximum der Alkalinitét beim Zuwachs 
muBten weiter eingeschrankt werden. 

Jeder Kolben enthielt 175 ccm Hefebouillon mit 4¢ 
Rohrzucker. 

Wir geben Alkalizusatz und py-Werte wie friiher an: 

Kolben 1 2 3 4 5 
ccm 2-n. NaOH 0 0,25 0,5 0,75 1,0 
PH 6,0 6,55 7 7 

Die sterilisierten und geimpften Kolben') wurden nach 
4.5 und 7 Tagen auf Zellenzahl per mm* untersucht. Es 
ergab sich: 





ot | 


3 4 


to 


Kolben ] 





Nach 4 Tagen 5 200 4 600 — 130 0 
ee _ — ~- 1 900 _ 
a: a -= 30 000 30 000 35 000 0 

















Danach wiren nun fiir das Maximum bei dem von uns 
untersuchten Stamm die Grenzen 7,7 bis 8,3 zu setzen. 

Bei den in den alkalischen Lésungen gewachsenen Zel- 
len konnte keine langere oder unregelmaéBigere Form der 


1) Die Zahl der eingeimpften Zellen war von der GrifSenordnung 
50000 per Kolben, also etwa 1 Zelle per mm’. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 16 
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Zellen gefunden werden, wie dies sonst vielfach beim Wachs- 
tum unter ungiinstigen Verhiltnissen (hoher Sduregrad, 
sonstige Giftwirkung) beobachtet wurde. 

Die folgende Versuchsreihe fiihrte zu einer weiteren 
Einsechrinkung dieser Grenzwerte. 


Versuch 5. 


In 4 Erlenmeyer-Kolben je 175 ccm Hefebouillon mit 1% 
Rohrzucker. 
Zugesetzt wurde in 
Kolben ] 2 3 4 
ccm 2-n. NaOH 0,7 0,8 0,9 1,0 
PH 7,4 7,7 8,0 8,1 
Die Zellenzihlung nach 3, 4, 5 und 6 Tagen ergab 
folgende Anzahl per mm‘: 




















Kolben 1 2 4 

Nach 3 Tagen 35 0 — 
ai Te ta 710 — — 

— ee a 18 000 370 0 

~ Gale 58 000 40 000 0 


Nach diesen Versuchen geben wir als 
Alkalinitétsmaximum fiir das Wachstum 
der Frohberg-Hefe die Grenzwerte: 


PH = 7,7 bis 8,0 
an. 


Da dies die ersten Bestimmungen dieser Art sind und 
wir noch nicht wissen, wie stark die Unterschiede bei ver- 
schiedenen Hefen sind, so wollen wir besonders betonen, dafi 
die gefundenen Grenzen zunichst nur fiir den von uns unter- 
suchten Stamm Giiltigkeit haben. 

Ferner ist darauf hinzuweisen, daf die angegebene Alka- 
linititsgrenze fiir den Fall gilt, daB die Zellen sich nach 
einer Impfung von der Gréenordnung etwa 1 Zelle per mm‘ 
in der alkalischen Liésung entwickeln. 

Fiihrt man hingegen bedeutend gréfere Hefemengen in 
Nabrlésungen von verschiedenen Alkalinititsgraden ein und 





er a a Se ee. ee oo 
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bestimmt man statt der .Zellenvermehrung die Gewichts- 
zunahme der Hefe, so kommt man, wie zu erwarten, zu an- 
deren Maximalwerten fiir p,. Dies zeigen bereits die Ver- 
suche von Euler und Hammarsten, welche mit einer 
Stockholmer Brennereihefe S Ba, und zwar mit 5 g frischer 
Hefe in 200 ccm Lésung angestellt worden waren. Die Lé- 
sungen enthielten in 200 ccm: 


1 g KH,PO, 0,8 g Asparagin 
0,05 g MgSO, 6,0 g Rohrzucker. 
Die Gewichtsvermehrung der Hefe betrug in 5 Stunden: 
Pa = 7—7,4 8,0 
Bei Zusatz von 10°/, Phosphatgemisch 35 °/, 3,1, 
Ohne Phosphatzusatz ...... 51°, 16,5°/, 


Die Bestimmung der maximalen Toleranz wurde ausge- 
dehnt auf die Feststellung einer vollstandigen 


Empfindlichkeitskurvedes Wachstumes. 


Beziiglich der Versuchsmethodik ist zu erwahnen: 


Versuchslésung: 
® g Ammoniumphosphat | 
4 ¢ KH,PO, in | Liter. 
20 g Rohzucker J 


Es wurden folgende Mengen H.SO, bezw. NaOH zuge- 
setzt: 
Anfangliche Zellenzahl: 0,46: 10°". 


























Ausgangs- oe Mittelwert | 2°Henzah! 

Zusitze zu 100 ccm Lisung aciditat | pp sndiung ittelwert | ach 24 St. 
PH PH PH sl 
a, 2,4 com 2-n. H,SO, 2,1 2,12 2,1 0,46 
b 09 , ‘ 3,0 2,86 2,9 0,48 
a.O7 » ‘ 4,35 3,2 3,8 0,55 
d.0,5 , 7 5,3 4,3 4.8 0,62 
e— , ‘ 6,0 5,6 5,8 0,58 
f. 2,0 , 2-n. NaOH 7,3 6,8 6,0 0,46 
g. 2,85 , 2-n. NaOH 8.5 6,7 7.6 0,46 


Der Lisung f wurde wahrend der Vorbehandlung noch 1,5 ccm 


2-n. NaOH, der Lisung g noch 1,75 ccm 2-n,. NaOH zugesetzt. 
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Die kleine Reaktionsinderung der Lésung e wihrend 
der Vorbehandlung ist durch die grofse Pufferwirkune der 
Phosphate in diesem p,,-Gebiet erklart. 

Nach Svanberg'’) betragt die Acidititszahl der ge- 
hopften Wiirze 5,1. Dieser Wert fallt recht genau mit der 
hier gefundenen optimalen Aciditiét unserer an diese Reak- 
tion gewohnten Hefe zusammen. Wir haben hier einen der 
Palle, daf’ die normalen Lebensbedingungen zu den opti- 
malen Verhaltnissen geworden sind. 
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2. Versuche mit der Brennerei-Oberhefe 8 B II. 
Es wurden in zehn Erlenmeyer-Kolben vermischt: 


50 ccm 10°/,ige NaPhosphatlésung als Puffer, 
25 , Hefebouillon, enthaltend 0,5 g Rohrzucker, 
25 , Leitungswasser. 


Die Nahrlésungen wurden durch Zusatz folgender Men- 
gen 2-n. NaOH auf die angegebenen p,-Werte gebracht, 
welche elektrometrisch ermittelt wurden. Die angegebenen 
Zahlen sind Mittelwerte aus 2 Versuchen: 

Nr. 1 2 3 4 5 
ccm 2-n. NaOH 1 1,5 Ee. 
PH 7,380 8,50 940 9,75 10,15 


1) Svanberg, Akad. Abh. S. 30 (Stockholm, 1918). 
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Die Lésungen 1—4 waren somit deutlich alkalisch, die 
Lésungen | reagierten auf Phenolphtalein mit ganz schwa- 
cher Rosafarbung. 

2,9g¢ frischer Prefshefe wurden in 250cem Leitungs- 
wasser aufgeschlemmt und mit 0,3cem 2-n. Natronlauge 
% Stunde gegen Phenolphtalein alkalisch gehalten. Zu 
jedem Versuchskolben wurden 10 ccm dieser Hefenaufschlem- 
mung gegeben, also 0,1 g Hefe per 110 cem. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt: 








Nr Zellenzah] Pu Zuwachs 
Nr. iascesialadteinn — Sa eae 
Beginn nach 15 Std. Beginn nach 13 Std. bis “/o 
I 86 113 7.8 | 7,11 d15 
2 78 9g 8.5 7,29 27 
4 89 x6 9,75 9.02 - Zu- 
5 80 73 10.15 9.90 J wachs 











Kine Vermehrung der Hefezellen hatte also mit Sicher- 
heit noch bei py — 7,3 stattgefunden. 

Milchsaiurebakterien, speziell Laktobazillen, welche in 
der angewandten Brennerei-Prefhefe vereinzelt vorkamen, 
aber auch Streptokokken hatten sich in den Versuchen Nr. 5 
sehr stark vermehrt, so daf} sie in diesen Proben geradezu 
vorherrschend vorkamen. 

Impft man alkalische Lésungen mit Brennerei-PreBhefe, 
welche ja in der Regel Milchsiurebakterien enthilt, soe ent- 
wickeln sich diese sehr stark unter Zuriickdraéngung der 
Hefe, und zwar fand der eine von uns (Svanberg)’) 
einen Stamm von auffallend grofer Alkalitoleranz. 

Fiihrt man dagegen in die Nahrlésung von vornherein 
eine gréBere Menge Prefshefe ein, so kommen die Milch- 
siurebakterien in dieser grofsen Hefeaussaat nicht zur Ent- 


'y Svanbereg. loc. eit. 
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wicklung; dies zeigt der folgende Versuch, welchen wir in 
Riicksicht auf unsere Arbeiten iiber alkalische Girung ange- 
stellt haben: 


Versuch 6. 
Nihrlésung: 


40 ccm 24°/,ige Invertzuckerlisung, steril 
100 ccm 10°/,ige Na, HPO,-Lisung 
60. ccm Leitungswasser 
0,5 ccm 1°/,ige alkoholische Phenolphtaleinlésung 


200,5 ccm. 


In diese 200 ccm Lésung wurden 10g frische PreBhefe 
eingetragen. Die Fliissigkeit wurde dann mit 5ccm 2-n. 
NaOH alkalisch gemacht, und zwar bis zur Alkalinitaét p,, 
==8 bis 65. 

Vergérungstemperatur war 30°. 

In der Lésung trat bald eine starke Siuerung ein, welche 
von Zeit zu Zeit durch Alkalizusitze neutralisiert wurde. 
Es wurde an 2-norm. Alkali verbraucht: 


Stunden Zugesetztes Alkali Zucker °/, 
0 5 4.8 
1 ia ‘ioe 
2 +5 2,2 
3 4- 5 — 
4 + 4 1,2 
» +. 6 rae 
) + 2 sa 
24 +. 15 nee 
27 0 — 


Die Vermehrung der Bakterienzellen wurde mikrosko- 


pisch verfolgt. Nach 24 Stunden hatte sich der Quotient 
Anzahl Hefezellen 
Anzahl Bakteriezellen 





nicht merkbar gedandert. 


Neue Versuche. 


Wir haben zur Kontrolle mit unserer Hefe S B II &hn- 
liche Versuche wie Kuler und Hammarsten 
(siehe S. 229) angestellt. Dieselben sind von Fri. G. Hall- 
berg ausgefiihrt worden. 
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Die Lésung wurde folgendermaBen hergestellt: 


ccm Natriumphosphatlisung, 10°/, ig 
ccm Wasser 

5 g Rohrzucker 

0,5 ccm Phenolphtaleinlésung, 1°/,ig 

10 frische Hefe. 


crt 


7 
7 


| 


Versuch 7. 
Py = 8,4 (30°) (ohne Stickstoffnahrung) . 
Unmittelbar nach der Mischung wurde in einem Teil der 
homogenen Emulsion die Hefetrockensubstanz bestimmt. 


Stunden 0 1 “ . . 
Anzahl zugesetzte ccm 0.5 3,9 9.2 13,2 14,7 


2-n. NaOH 

Die Liésung wurde unmittelbar nach der Gérung auf 
etwa 10° abgekiihlt und blieb iiber Nacht stehen. Nach 20 
Stunden enthielt die Lésung noch 0,2% Zucker. 

Das Volumen der Loésung betrug 186 ccm. 

50 cem entsprechen einer zugesetzten Hefenmenge von 
0,820 g (Trockensubstanz). 950 ccm wurden nach dem Ver- 
such zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit Wasser ver- 
setzt und zur Reinigung wieder zentrifugiert. Das Trocken- 
gewicht*) dieses Zentrifugats betrug 0,915 g. 

Der Zuwachs an Hefe betrug also 11,5%. 


Versuch 8, 
Py = 7,2 (30°) (ohne Stickstoffnahrung) . 
Dauer der Girung 3 Stunden. Volumen der Lésung 
200 cem. 
~ 50 cem entsprachen einer zugesetzten Hefenmenge von 
0.76 ¢ (Trockensubstanz) . 


1) Folgender Versuch zur Trockengewichtsbestimmung wurde an- 
gestellt: 1 ¢ Hefe wurde mit 50 ccm destillierten Wassers verriihrt. Die 
Emulsion wurde zentrifugiert, das Wasser abdekantiert. Die zuriick- 
gebliebene Hefe wurde nun quantitativ mit Wasser in eine gewogene 
Schale iibergefiihrt, der Inhalt zur Trockne eingedunstet und zur Konstanz 
gewogen. Resultat: 0,3054 g. 
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50 cem wie beim Versuch 7 zentrifugiert und behandelt. 
Trockengewicht des schhieBlichen Zentrifugates: 1,02 ¢ und 
1,06 g. 

Der Zuwachs an Hefe betrug hier also 34,2% bezvy. 
39,5 %. 

Es bestatigt sich also, daB eine Gewichtsvermehrung der 
Hefe stattfinden kann, auch wenn keine Aussprossung ein- 
tritt. 

Da hierbei die p,-Werte stets nach Einfiihrung der 
Hefe gemessen wurden, ist schon erwihnt worden. Ebenso 
wurde fiir eine Torulahefe festgestellt, das nach 20stiindiger 
Garung bei natiirlicher Aciditaét ein Aussprossen der Hefe, 
d. h. eine Zellenvermehrung von rund 15% stattgefunden 
hat, trotzdem dem Géirmedium keine Stickstoffnahrung zuge- 
figt wurde, wahrend bei alkalisch gehaltener Giarung (pn 
—= 8,2) eine Vermehrung der Hefezellen vollkommen ausblieb. 


Versuche ohne Phosphatzusatz. 


Die entsprechenden Ergebnisse in Abwesenheit von Phos- 
phat waren: 

PH = 8,0 Pu = 7 
16,5 %/, 30°, 

Es ergibt sich also, wie aus den Versuchen von Euler 
und Hammarsten, das Resultat, da die Alkalitole- 
ranz elner gegebenen Hefemenge verschieden gefunden wird, 
je nachdem man die Alkalitoleranz auf Zellenvermehrung 
oder auf Gewichtszunahme bezieht. 


3. Versuche mit Saccharomyces ellipsoideus. 


In je 4 Erlenmeyer-Kolben befanden sich 100 ccm Hefe- 
bouillon mit 1% Rohrzucker. Phosphat wurde nicht zuge- 
setzt. 

Die Naihrlésung wurde durch Zusatz folgender Mengen 
2-n. Alkalis auf die angegebenen p,,-Werte gebracht und 
erneut sterilisiert. Hierauf wurden simtliche Kolben mit 


c 
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ca. 5000 Zellen auf Hefebouillon-Rohrzucker einer kraftig 
wachsenden Kultur von Sacch. ellipsoideus geimpit. Die 
Kolben wurden wihrend des Wachstums der Hefe auf Zim- 
mertemperatur gehalten. 


No. I 2 3 4 
com 2-n. NaOH 0,4 0,5 0,6 0,7 
PH 7,2 7,6 8.0 8,5 
Nach 2 Tagen 6940 73 0 U 
Zellenzah] ') — ae 109 000 33 400 29 600 260 
per mm° Peo _— he < 74,0 7,8 
Nach 4 ‘ 138 000 123 000 129 000 71 800 


Parallelversuch mit KOH. 


Anstelle von NaOH wurde KOH zugesetzt, um eine even- 
tuelle hemmende Wirkung der Na-lonen auszuschliefen. 

Die Zusaétze und die erreichten [,-Werte waren die 
folgenden: 


No. ] 2 3 4 
com 2-n, KOH 0,4 OD 0,6 Q,7 
PH 7.45 4.40 8.2 8.4 
f Nach 1 Tag 0 — — — 
9 "aw € 9 piven 
Zellenzah! ') » 2 Tagen " 420 ie ’ 
ia a ee 37 600 9 100 0 
= = 129 000 124 000 60 0 
| Pood, <—*s <7 7.9 8,15 





Als obere Alkalinitaétsgrenze fiir das Wachstum von 
Saccharomyces ellipsoideus kann also gesetzt werden, gleich- 
ziiltig ob freies NaOH oder KOH in der Lésung vorhan- 


den ist, ea 
Pu = 4%. 


4. Versuche mit Pseudosaccharomyces apiculatus. 


Die Versuche wurden genau wie diejenigen der vorher- 
vehenden Reihe ausgefiihrt. Zugesetzte NaOH-Mengen und 
erreichte p,-Werte waren die folgenden: 


') 0 bedeutet: <. 10 Zellen per mm*. 


Bia ct eas hd i ti ES SDs te HS 


as 
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No. 1 2 3 4 
ccm 2-n. NaOH 0,4 0,5 0,6 0,7 el 
Pu 7,2 7,6 8,0 8,3 
managers } Nach 10'Tagen 11 000 20 0 0 au 
per mm | a 


Als obere Alkalinititsgrenze fiir den Zuwachs von 
Pseudosaccharomyces apiculatus kann also angegeben wer- 
den: Ne 
PH = 7,6. 
An dieser Stelle kann ein Vergleich der Zellenzahl per g 
bei den hier untersuchten Mikroorganismen am Platze sein. 
lg Trockengewicht (getrocknet zur Gewichtskonstanz 
auf dem Wasserbad) entspricht folgenden Zellenzahlen: 


Bei Mycoderma (Heintze) . . . . . . 1,12-10" 
,» Mycoderma (Vougt) . .... . 0,5 -10" 
, Sacch. ellipsoideus . . . . . . . 0,47- 10" 
» Sacch. cerevisiae Frohberg . . . . 0,21- 10" 


Zum Vergleich seien die iibrigen, bis jetzt bekannten, 
friiher hier festgestellten Zellenzahlen angefiihrt : 


Sacch. cerevisiae, Reinkultur H. . . . 0,16- 10! 
Sacch. cerevisiae, Brennereihefe SB ll . 0,5 - 10" 
Torula, untersucht von O.Svanberg') . 2,5 - 10" 


Die untersuchten Zellen variieren, wie aus den obigen 
Zahlen hervorgeht, nicht stirker als im Verhaltnis 1: 12. 


Anhang. Versuche mit Aspergillus niger. 


Die angewandte Aspergillus niger-Kultur verdanken wir 
Herrn Prof. Chr. Barthel. 

Die Ausfiihrung der Versuche entspricht derjenigen der 
vorhergehenden. Es wurden 3 Erlenmeyer-Kolben mit je 
100 cem Hefebouillon und 1g Rohrzucker beschickt. 


Zugesetzte Natronlauge und erreichte p,-Werte: 


1 2 3 
com 2-n, NaOH 0,7 0,9 1,0 
Pp nach wiederholter 8.4 86 88 


Sterilisierung 


1) Svanberg, Fermentforschung. 2 (1918). 
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Hierauf Impfung jedes Kolbens mit einer Platinése aus 
einer sporenbildenden Aspergillus-Kultur. 

Die Kolben wurden wahrend des Wachstums des Pilzes 
auf Zimmertemperatur (ca. 18°) gehalten. 


Beobachtungen: 
1 2 3 
Nach 3 Tagen Entwicklung von Schwache Ent- Kein  sichtbares 
Hyphen. wicklung. Wachstum. 
<— a ws Entwicklung von Entwicklung von Schwache  LEnt- 


Hyphen. Keine Hyphen. Keine wicklung von 
Sporenbildung. Sporenbildung. Hyphen. 


~ eS Entwicklung von Entwicklung von 
Fruktifikations- Hyphen. 
organen und 7 
Sporen. 
ae ee Reichliche Spo- Entwicklung von Entwicklung von 
renbildung. Fruktifikations- | Hyphen. ° 
organen und 
Sporen. 
—— Schwache  FEat- 
— ~- wicklung von 
Sporen. 


Als obere Grenze der Alkalitoleranz kann also einst- 
weilen fiir die hier angegebenen Versuchsbedingungen ange- 
geben werden: 

PH = 9,0 oder 0,00001 n. Alkali. 

Durch Anpassung diirfte bei Aspergillus niger die Al- 

kalitoleranz erheblich gesteigert werden kénnen. 


F. Zusammenfassung. 


1. Es wurde fiir die alkalische Girung bei genau gemes- 
sener und konstant gehaltener Alkalinitét (pa —8) das 
Verhiltnis von vergorenem Zucker zu entwickelter Kohlen- 
siure und gebildetem Alkohol festgelegt; es ergab sich, dal 
bei einer Oberhefe und einer Torula Alkohol und Kohlen- 
siure in dquivalenten Mengen entstehen, und zwar haben 
wir fiir beide Produkte bei zahlreichen Versuchen im Mittel 
die Werte 30—33% vom vergorenen Zucker gefunden. 


aa A 
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2. Glukose und Fruktose sowie Invertzucker werden 
auch bei py = 8 gleich schnell vergoren; dagegen zeigt Man- 
nose eine etwa 30% geringere Garungsgeschwindigkeit. Ga- 
laktose wird auch in schwach alkalischer Lésung nur in sehr 
geringem Grad angegriffen. 

3. Was die Biosen betrifft, so wird der Rohrzucker bei 
Py = 8 recht angenihert mit der gleichen Geschwindigkeit 
vergoren wie Glukose, wahrend Maltose auffallenderweise 
nicht angegriffen wird. 

4. Diese Tatsachen beruhen darauf, da von den hydro- 
lysierenden Enzymen wohl die Invertase, nicht aber die Mal- 
tase bei py —8 wirksam ist, obwohl die optimale Aciditit 
der Maltasewirkung nach dem Befund von Michaelis und 
Rona naher dem Neutralpunkte liegt als diejenige der In- 
vertase. Die Rohrzuckerinversion wurde durch Zuriick- 
drangen der Giarung mittels Toluolzusatzes bis p, == 8,9 
quantitativ verfolgt. 

5. Die Wiirkung von Giften auf die Hefegirung ist in 
alkalischer Lésung vielfach eine wesentlich andere als bei 
normaler Aciditat, besonders wo sich Unterschiede zwischen 
den Wirkungen der [onen und der nichtdissociierten Mole- 
kiile geltend machen. Es wurden untersucht: Toluol, Chloro- 
form, Acetaldehyd, Milchséiure, Chloressigsaure, Adrenalin, 
Thyrrheoidea-Extrakt, Anilin, Salicylsaéure, Resorcin, Phe- 
nol, Pikrinsiiure und Natriumthiosulfat. 

6. Eine bei Zimmertemperatur aus der Hefe 8 B IT her- 
gestellte Trockenhefe verhielt sich bei p, ==8 im wesent- 
lichen ebenso wie frische Hefe. 

7. Der Zuwachs der Zellenzahl wurde nach unseren Mes- 
sungen bei folgenden Konzentrationen aufgehoben: 


Frohberg-Unterhefe B bei py = 7,7—8,0 


"2 

: ae (,o 
Brennerei-Oberhefe SB Il , , = : QA 
Sacch. ellipsoideus _ » = 7.9 
Pseudosacch. apiculatus ~~ =e RS 


Eine Gewichtsvermehrung lief sich bei unserer Ober- 
hefe SB noch bei der Alkalinitét p, == 8,5 nachweisen. 
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Fiir eine Frohberg-Unterhefe H wurde die vollstandige 
Kurve der Aciditaétsempfindlichkeit aufgestellt und das Op- 
timum bei py=5 gefunden. 


An dieser Untersuchung haben als biochemische Hilfs- 
arbeiter des Laboratoriums teilgenommen: H. Egnér, 
K. Brandting, G. Hallberg, N. Florell, S. 
Heintze und E. Moberg, denen wir auch an dieser 
Stelle unseren besten Dank aussprechen wollen. 
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Notiz iiber eine Farbreaktion der Eiweifikérper. 


Von 


S. Edlbacher. 


(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, April 1919.) 


Gelegentlich einer Untersuchung, iiber welche in dieser 
Zeitschrift noch berichtet werden soll, machte ich folgende 
Beobachtung: Schiittelt man eine Eiweiflésung mit Natron- 
lauge und Dimethylsulfat und unterschichtet nach der Zer- 
setzung des letzteren das Reaktionsgemisch mit konzentrierter 
Schwefelsdure, so tritt an der Beriihrungsfliche beider Fliissig- 
keiten eine schéne blaurote Farbzone auf, die sich beim 
Mischen durch die ganze Fliissigkeit verbreitet. 

Die Firbung ist der bekannten Glyoxylsiurereaktion 
juferst ahnlich und es besteht auch eine Ubereinstimmung 
mit derselben, indem beide Reaktionen sich gegenseitig be- 
dingen. 

So trat die Reaktion ein bei: Casein, Serumalbumin, 
Serumglobulin, Eieralbumin (Merck.), Edestin aus Hanfsamen, 
Globulin aus Kiirbissamen, Globin, Bence-Joneschem Eiweili- 
kérper, Hetero-, Proto- und Deuteroalbumose’). 

Negativ fiel die Reaktion aus bei: Gelatine, Zein, Clupein, 
Salmin, Sturin, Esocin, Scombrin; also bei Eiweifikérpern, 
welche auch die Glyoxylsaiureprobe nicht geben. 

Aus diesem Grunde scheint das Tryptophan die Re- 
aktion zu bedingen und in der Tat entsteht beim. Schiitteln 
einer Tryptophanlésung mit Dimethylsulfat und Natronlauge 


) Es handelte sich um Deuteromyosinose. 
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und nachheriger Unterschichtung mit konzentrierter Schwefel- 
siure dieselbe amethystfarbige Zone. 

Indol und Skatol geben nur Rotfairbung, letzteres, wie 
bekannt, auch ohne Dimethylsulfat. 

Ob sich aus den Proteinen bei der Behandlung mit dem 
genannten Reagens vielleicht Glyoxylsiiure selbst oder ahn- 
liche Kérper bilden, kann natiirlich noch nicht beantwortet | 
werden. | 











Bemerkenswert ist noch, dafi die Reaktion empfindlicher 
ist als die Bromreaktion auf freies Tryptophan. | 
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Uber den Anteil der Benzolderivate und des Benzolkohlen- 
stoffs am EiweifSmolekiil. 
Von 


E. und H. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin 
und dem Chemischen Institut in Miinster i. W.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1919.) ‘) 


In einem im Jahre 1882, also vor jetzt 37 Jahren erschie- 
nenen Buche des einen von uns (EK. 8.) ,Die Lehre vom Harn‘ 
konnte bereits die vielleicht auch schon damals von manchen 
Seiten geteilte, wenn auch nicht verdéffentlichte Ansicht aus- 
gesprochen werden, daf} das Kiweifmolekiil 3 Gruppen von 
aromatischen Verbindungen enthalte, nimlich solche der Phenol- 
gruppe, der Phenylgruppe und der Indolgruppe?). Dies ist 
noch heute giiltig. Auch damals war es nicht zweifelhaft, daf 
das Tyrosin die Phenolgruppe einschlieBe, und als Vermutung 
konnte ausgesprochen werden, dai die Phenylgruppe die Form 
der Phenylamidopropionsiéure habe, neu hinzugekommen ist die 
Bestiitigung dieser Vermutung sowie die Auffindung der Skatol- 
karbonsiiure*), die spiiter von Ellinger*) als Indolessigsiure 
erkannt wurde. 

Die quantitativen Verhiltnisse waren damals noch nicht 
zu iibersehen und es liegen unseres Wissens auch keine Erérte- 


1) Durch verzigerte Postbestellung der zuriickgesendeten Korrektur 
verspitet. 

*) Es ist daher auch nicht richtig, wenn Nencki einem Referat 
in Malys Jahresbericht f. 1889, Bd. 19 8. 512 zufolge in den Monatsheften 
fiir Chemie Bd. 10 S.506—524 (1889) gesagt hat, daB man bisher (Schulze, 
Salkowski) nur 2 aromatisehe Gruppen im Eiweifmolekil angenommen 
habe, 


8) E. u. H. Salkowski, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. Bd. 13, 8. 2217. 
*) Ellinger, Daselbst Bd. 37, S. 1801 (1904). 
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rungen dariiber in der Literatur vor. Bei Durchsicht alter 
Protokolle haben wir nun manche nach dieser Richtung ver- 
wertbare Angaben gefunden, die uns, unter Heranziehung einiger 
bereits veréffentlichter Versuche beztiglich der Phenylgruppe, 
mitteilenswert erschienen. 








I. Indol. 
Ks sind 5 Versuche mit Blutfibrin angestellt worden: 
Dauer der 
Faulnis 
Nr. 1. 2 Kilo feucht mit 19 °/, Trockensubstanz = 380 ¢. 8 Tage 
Se « « » eS . —366 ,.12 , 
8.99, , , 21,1, : =—474 ,.10 , 
4, 1,94 , : » 23,6°, ‘ eMC 5+ 7 -s 
5. 2 P : » 20,8°/, ; whe .. 8, 
10,19 Kilo feucht 2,1938 Kilo Trocken- 
substanz. 


Die Quantitit des in Form von Fibrin der Faulnis unter- 
worfenen Kiweifies betrug also 2194 g trocken, wenn man von 
den kleinen Mengen von Salzen im Fibrin absieht. Die Quan- 
titit des nicht Zersetzten wurde durch Fallung der ohne vor- 
herige Filtration eingedampften Faulnismischung mit Alkohol 
(nachdem sie vorher destilliert war) bestimmt. Der nicht ge- 
liste Riickstand betrug lufttrocken 405 g mit 18,5°/, Wasser, 
also 330 g trocken. Mithin sind 1864 g Trockeneiweif} durch 
Faulnis zersetzt. Die Rechnung ist natiirlich nur anna&hernd, 
da das bei der Faulnis entstandene und der Zersetzung ent- 
gangene Pepton durch Alkohol nicht vollstindig gefallt wird. 
Die einzelnen Faulnismischungen wurden getrennt verarbeitet *), 
die Produkte in einem geeigneten Stadium vereinigt. 

Was das Indol betrifft, so wurden die in Frage kommenden 
Atherausziige schlieBlich in einem Becherglischen vereinigt, 
auf dem Wasserbad eingedampft, dann so lange im Exsikkator 
aufbewahrt, bis die Gewichtsabnahme nur noch sehr gering war. 


1) Beziiglich der Methoden zur Isolierung des Indols sowie der 
anderen Fiulnisprodukte .verweisen wir «uf unsere friiheren Arbeiten, 
namentlich in Bd. 8, 8. 417 u. Bd. 9, S. 8 u. 491 dieser Zeitschrift. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CY. 17 
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Uber die Gewichtsabnahme gibt die folgende kleine T'a- 
belle Auskunft. Das Glaschen wog leer 47,411 g. 


Gewichtsabnahme 
im ganzen tiaglich 
1. Wagung nach 4 Tagen 70,205 g 
2, . » 8 » =seee, 0,0345 g 0,0345 g 
3. ‘ , nu, oes. 0,1855 , 0,039 . 
4. ‘ -~ @ » a . 0,135 , 0,019 . 


qr 


‘ a a 69,762 , 0,088 , 0,009, 

Bei der Fiichtigkeit des Indols wird man_natiirlich 
immer mit einer gewissen Gewichtsabnahme zu rechnen haben, 
Gewichtskonstanz nicht erwarten kénnen. Legt man die letzte 
Wigung zu Grunde, so sind im ganzen 22,351 g Indol erhalten 
worden. Nach unseren friiheren Versuchen’) enthielt sorgfaltig 
im Exsikkator getrocknetes Indol 98,33--99,13—98,14—-98,25 °/, 
reines Indol, durch Fillung mit Pikrinsaéure bestimmt, eine 
Umrechnung auf reines Indol erschien uns danach iiberfliissig. 
Allerdings ist dem Fiulnis-Indol noch eine kleine Quantitiit 
Skatol beigemischt, diese Beimischung ist aber so unbedeutend, 
da® sie vernachlissigt werden kann. Aufier freiem Indol wurden 
noch 1,8 g Indolessigsiiure*) gefunden, entsprechend 1,203 g 
Indol; im ganzen betrug die Quantitat des Indols also 23,554 g 
== 1,36*,. 

II. Phenol. 

Auch das ,Phenol“ wurde als solches gewogen, nachdem 
es so lange im Exsikkator gestanden hatte, bis der Gewichts- 
verlust annaihernd konstant geworden war. Das Glischen wog 
leer 43,8674 g. 


Gewichtsabnahme 
im ganzen pro Tag 
Gewicht nach 8 Tagen 63,257 g 
‘ , 2 , ae. 0,277 g 0,025 g 
‘ 5 6 , eee, 0,120 , 0,017 , 
, 86 , 62,782, 0,128 , 0,013 , 


Daraus ergeben sich 18,865 g Phenol. 


1) Diese Zeiischr. Bd. 8, 8. 446, 
2) Diese stammt eigentlich nur aus 4 Versuchen, da Versuch Nr, 4 
keine Indolessigsiure, sondern Indolpropionsiure lieferte, deren Menge 


leider nicht bestimmt ist. Die angegebene Zahl stellt also einen Minimal- 
wert dar, 
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Nun kommt in Betracht, daf} das ,Faulnisphenol‘ zum 
Teil Kresol ist. Nimmt man an, daf} es zu gleichen Teilen 
aus Phenol und Kresol besteht, so ergibt die Umrechnung 
17,557 g Phenol. 

Weit gréfer erwies sich die Quantitét der Oxysiuren. 
Es wurden 69,6 g rohe, durch Skatolrot stark rot gefirbte 
Oxysiiuren erhalten. Dieselben enthielten wohl noch etwas 
Indolessigsiure, waren aber sicher frei von fliichtigen Sauren. 
Da sie nicht vollstandig getrocknet werden konnten, wurde 
die Quantitat durch Titrieren mit Halbnormallauge festgestellt. 
2g in Wasser gelést, erforderten 21,5 ccm, also die ganze 
Quantitét 374,0 n-Lauge. Rechnet man die Siure als ein 
Gemisch gleicher Teile Oxyphenylessigsiure (Mol.-Gew. 152) 
und Oxyphenylpropionsiure (Mol.-Gew. 166), so entspricht diese 
Alkaliquantitéit 59,47 g Séure und darin 35,165 g Phenol. 
Dabei ist allerdings auf die in dem Siuregemisch vorhandene 
kleine Quantitaét Bernsteinsiure nicht Riicksicht genommen. 


Danach haben 1864 g Fibrin geliefert: 


Phenol als solches sos » Mtg 
. In Form von Oxysiure 35,165 , 





zusammen 52,722 g = 2,85°/,. 


Diese Quantitat. ist wesentlich héher als die aus der 
Ausbeute von Tyrosin bei der Trypsinverdauung abgeleitete. 
Das kann nicht wundernehmen, da man das Tyrosin, wenn 
es auch sehr schwer léslich ist, bei der gleichzeitigen Gegen- 
wart von Leucin und Pepton, die seine Léslichkeit erhéhen, 
nicht vollstindig gewinnen kann. Reach!) erhielt aus Fibrin 
3,82 °/, Tyrosin, entsprechend 1,98°/, Phenol, aus Casein aller- 
dings mehr, namlich 4,5°/,, entsprechend 2,34°/, Phenol. 


Ill. Phenyl. 


Fiir die Bestimmung der Quantitit des Phenyls stehen 
uns keine neuen Versuche zur Verfiigung. Am besten zu ver- 
werten sind hierfiir wohl Fiitterungsversuche, die der eine 


1) Reach, Virchows Archiv Bd. 158, 8. 288 (1898). 
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von uns (K.8.) angestellt und bereits verdéffentlicht hat), 
Das Prinzip derselben war folgendes. Die Saiuren wurden ver- 
fiittert; wenn man nicht zuviel eingab, war darauf zu rechnen, 
daf sie vollstindig in die entsprechende Glykokollverbindung 
iibergehen und als solche im Harn ausgeschieden werden wiirden. 
Es wurde folgendermafien verfahren: Das durch Abdestillieren 
des Atherauszuges der fliichtigen Fiulnissiuren erhaltene Ge- 
misch aliphatischer Siuren und Benzoésiiure-Homologen wurde 
der fraktionierten Destillation unterworfen, diese bei 200° 
unterbrochen, der im Fraktionierkélbchen gebliebene Riickstand 
mit Natronlauge schwach alkalisiert, die Lésung zur Ent- 
fernung etwa noch anhangender fliichtiger, nicht saurer Pro- 
dukte auf dem Wasserbad zur Trockne gedampft, dann wieder 
in Wasser gelést, die Lésung mit Salzsiiure genau neutralisiert, 
mit Natriumkarbonat schwach alkalisiert und ein angemessener 
Teil Kaninchen mit der Schlundsonde in den Magen gebracht. 
Der Harn wurde quantitativ gesammelt, die N-haltigen Séiuren 
desselben in Ather iibergefiihrt und der N-Gehalt des Ather- 
auszuges bestimmt, der gréftenteils ine-Form von Hippursiure, 
zum kleinen Teil als Phenacetursiure vorhanden ist, ent- 
sprechend dem im Organismus zu Benzoésiure oxydierten 
Hydrozimmtsiuregehalt bezw. Phenylessigsiuregehalt der Fiul- 
nissiuren. Aus dem N-Gehalt wurde die Hydrozimmtsiure 
berechnet*). Nach der Tabelle auf Seite 505 1. c. berechnet 
sich im Mittel die Hydrozimmtsiure zu 1,27°/, des Fibrins. 
Es ist wohl kein Zweifel, dafi die Hydrozimmtsiure mindestens 
zum ganz tiberwiegenden Teil aus dem im Eiweif priiformierten 
Phenylalanin stammt. Dafiir spricht einerseits die Analogie 
mit der Entstehung der Oxyphenylpropionséure aus dem Tyrosin, 
andererseits der von Baumann®*) direkt gelieferte Nachweis 
der Entstehung von Hydrozimmtsiure aus Phenylalanin, wenn 
dieser der Faulnis unterworfen wurde. Allerdings haben wir‘) 
einmal aus Tyrosin durch Faulnis Hydrozimmtsiure erhalten, 





1) Diese Zeitschr. Bd. 9, S. 500. 

*) Wegen der Einzelheiten verweisen wir auf die angefihrte Stelle. 
3) E. Baumanu, Diese Zeitschr. Bd. 7, S. 282. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 9, 8. 507. 
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aber einerseits war die erhaltene Menge nicht erheblich, naim- 
lich 1,2 g aus 20 g Tyrosin, andererseits gelang der Versuch 
nicht wieder, es miissen also in dem einen Versuch besondere 
Bedingungen zur Reduktion vorhanden gewesen sein. Ks ist 
auch noch darauf hinzuweisen, dai der Leim, dem ja die 
Tyrosingruppe fehlt, bei der Faulnis Hydrozimmtsiaure liefert, 
wenn auch nur wenig. 

Zusammenfassend ist also zu sagen, daf} das Fibrin bei 
der Fiaulnis 1,26°/, Indol, 2,83°/, Phenol und 1,27 °/, Hydro- 
zimmtsaure geliefert hat. Es ist nun leider nicht angiangig, 
diesen Befund den Zahlenwerten nach zu _ verallgemeinern, 
unsere friiheren Versuche haben vielmehr gezeigt, dab diese 
GréBen nicht konstant sind. So haben die Eiweifikérper des 
Fleisches 1,75°/, Hydrozimmtsiure gegeben, wiahrend die 
Indolmenge erheblich geringer war als beim Fibrin’). Es 
kénnte iiberhaupt gewagt erscheinen, derartige Angaben nach 
der quantitativen Richtung zu machen, da die Unterlagen 
hierzu an einiger Unsicherheit leiden, nicht so sehr hinsichtlich 
der Zahlen an sich, als hinsichtlich der gemachten Annahmen, 
namlich daf} das Fiulnisphenol zu gleichen Teilen aus Phenol 
und Kresol bestehe und ebenso die erhaltenen Oxysaduren aus 
gleichen Teilen Oxyphenylessigsiure und Oxyphenylpropion- 
siure, indessen sind diese Annahmen doch nicht geeignet, 
wesentliche Fehler zu verursachen. Aufierdem hat uns zu dem 
Versuch, derartige Berechnungen anzustellen, der Umstand 
ermutigt, daf} die Verhiltnisse beziiglich der Zusammensetzung 
der Eiweifkérper aus aliphatischen Aminosauren durchaus nicht 
giinstiger liegen und doch die Zahlen hierfiir allgemein ange- 
geben werden. 

Rechnet man die fiir die Faulnisprodukte erhaltenen 
Zahlen auf die im Eiweifi priformierten Benzolderivate um, 
so ergibt sich, daB 100 g Fibrin enthalten: 


Indolaminopropionsadure (Tryptophan) . . . 2.2l¢ 
Phenylaminopropionsiure (Phenylalanin) . . 1,40, 
Oxyphenylaminopropionsdure (Tyrosin) . . 5.45, 


‘) Eu. H. Salkowski, Diese Zeitschr. Bd, 8, S. 433. 
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Im ganzen machen danach die Benzolderivate 8,06°/, 
des Fibrins aus. 

So gering der Gehalt des EKiweifes an Benzolderivaten 
auch ist, so wichtig ist er bekanntlich fiir die Funktion des 
Eiweifes im Organismus. Vom Tyrosin hat man ja schon 
lange nach dem Verhalten des Leims bei der Verfiitterung 
angenommen, daf} es ein unersetzlicher Baustein des Eiweibes 
sei, in der Nahrung nicht fehlen diirfe, wenn es auch nach 
Abderhalden’) vielleicht ganz oder teilweise durch Phenyl- 
alanin ersetzbar ist, da dieses nach Embden und Baldes?®) im 
Organismus zu Tyrosin oxydiert werden kann. Vom Tryptophan 
haben verschiedene Autoren gefunden, dafi es nicht fehlen 
diirfe, namentlich hat Abderhalden*) gezeigt, dal ein an 
sich zur Ernihrung nicht geeignetes Aminosdiurengemisch durch 
Hinzufiigung von Tryptophan vollwertig gemacht werden kann. 

Es wire sehr wiinschenswert, wenn Versuche in der- 
selben Richtung auch mit anderen Eiweifkérpern ausgefiihrt 
wiirden: sie wiirden vielleicht auch auf den biologischen Wert 
verschiedener Eiweifikérper ein Licht werfen. Die in Frage 
kommenden Methoden sind unserer Meinung nach so weit aus- 
gebildet, daf} es dazu nicht so grofer Mengen an Material 
bedarf, wie wir sie angewendet haben. 

Mit Riicksicht auf derartige Vergleiche schien es uns 
noch von Interesse, zu sehen, welchen Teil des Gesamtkohlen- 
stoffs des Fibrins der Kohlenstoff des Benzols ausmacht. 


1,26 g Indol enthalten . . . . . 0,778 gC 
2,83 , Phenol enthalten ... . 2,167, , 
1,27 , Hydrozimmtsiure enthalten 0,610, , 





Im ganzen 3,555 Kohlenstoff. 
Der Kohlenstoff des Fibrins betragt nach den Analysen 
von Hammarsten‘*) 52,68°/,, der Kohlenstoff des Benzols 
3,555 °/,, somit macht der Kohlenstoff des Benzols nur etwa 
1/,; des Gesamtkohlenstoffs aus. 


1) Abderhalden, Diese Zeitschr. Bd. 96, S. 16 u. 18 (1915/16). 
*) Embden u. Baldes, Diese Zeitschr. Bd. 55, 8. 301 (1913). 
5) Abderhalden l.c. 

*) Dessen Lehrbuch 8. Aufl., 8. 247. 








Beitrige zur Muscarin-Frage. 
I. Mitteilung. 
Zur Kenntnis der Platindoppelsalze einiger Basen. 


Von 
Albert B. Weinhagen. 


(Ans dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule in Ziirich.) ° 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1919.) 


Durch die von C. Reuter’) in unserem Laboratorium aus- 
gefiihrten Untersuchungen iiber die stickstoffhaltigen Bestand- 
teile der Pilze, welche eine Fortsetzung der Arbeiten von 
EK. Winterstein?) bilden, wurde die Natur der stickstoff- 
haltigen Verbindungen von Boletus edulis (Steinpilz) zum 
gréfiten Teil aufgeklirt. Weitere von E. Winterstein an- 
gestellte und bisher unverdéffentlichte Untersuchungen mit 
Cantharellus cibarius (Ziegenbart) und Craterellus cornucopioides 
(Totentrompete) haben gezeigt, daB diese Pilze ebenfalls eine 
Reihe kristallisierter Abbauprodukte der EiweiBe und daneben 
Purinbasen, Betain und Cholin enthalten, und ferner beschiif- 
tigte sich auf dessen Veranlassung hin dann A. Kiing*) mit 
den stickstoffhaltigen Verbindungen von Amanita muscaria 
(Fliegenpilz). In diesem Falle konnte jedoch das von Schmiede- 
berg beschriebene Muscarin von der Zusammensetzung C, H,.0, N 
nicht aufgefunden werden. Auch E. Winterstein verarbeitete 
neuerdings nochmals 10 kg Fliegenpilz auf Muscarin. Man 
erhalt wohl durch Extraktion mit Alkohol und vorsichtigem 


‘) Diese Zeitschr. Bd. 78, 8. 167 (1912). 
2) Literaturzusammenstellung ebenda. 
3) Diese Zeitschr. Bd. 91, 8. 7 (1914). 
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Eindunsten des Extraktes im Vakuum bei 25—30° einen Riick- 
stand, welcher beim Frosch den diastolischen und durch Atropin 
aufhebbaren Herzstillstand hervorruft, aber auch bei diesen 
Versuchen ist es nicht gelungen, eine Verbindung mit den von 
Schmiedeberg angegebenen EKigenschaften zu isolieren. Eine 
Verbindung obiger Zusammensetzung, jedoch mit ganz anderen 
physiologischen Eigenschaften als das Fliegenpilz-Muscarin, 
wurde synthetisch von E. Fischer’) und von Berlinerblau?) 
erhalten. Dieses synthetische Produkt, von Fischer Betain- 
Aldehyd benannt, ist somit mit dem natiirlichen Muscarin nicht 
identisch. Durch Oxydation von Cholinchlorid (oder noch besser 
durch Oxydation des Platindoppelsalzes) mit Salpetersiure ent- 
steht eine Verbindung, welche ein dem natiirlichen Muscarin 
sehr dhnliches physiologisches Verhalten aufweist. Diese Ver- 
bindung wurde von Schmiedeberg als mit natiirlichem Mus- 
carin identisch angesehen, und zwar sollte es der dem Cholin 
entsprechende Aldehyd sein. Die neueren Untersuchungen von 
A. J. Ewins*) und H. H. Dale‘) zeigen nun, dafi diese durch 
Oxydation des Cholins erhaltene Verbindung gar kein Aldehyd, 
sondern der Salpetrigsiureester des Cholins selbst ist. Ewins 
weist darauf hin, daf} die prozentualen Zusammensetzungen 
der jeweils untersuchten Platindoppelsalze auf erst ahnlich sind 
mit Ausnahme des Stickstoffgehaltes, welch letzterer wiederum 
sich schlecht bestimmen lift. Wir haben auch oft die Oxy- 
dation des Cholinchloroplatinates mit Salpetersdiure ausgefiihrt 
und erhielten stets eine Verbindung, welche in geringsten 
Dosen diastolischen Herzstillstand bewirkt. Ferner beobachtete 
E. Winterstein schon vor vielen Jahren, dafi dieses Produkt 
mit Diphenylamin-Schwefelsiure Blaufiirbung gibt. Die Be- 
obachtung wurde aber nicht weiter verfolgt und ist nun durch 
die Darlegung von Ewins erklirt. Uber die Base selbst und 
iiber weitere Derivate dieses Nitrosocholins (, Pseudo-Muscarin‘* ) 
liegt wenig vor. Im Zusammenhang mit der Gesamtfrage habe 


1) Bd. 26, S. 464—471 (1898). 

2) Bd. 17, 8S. 1189 (1884). 

3) Biochem. Journ. Bd. 8, 8S. 209 (1914). 

*) Journ, Pharm. and Exper. Therap. Bd. 6, 8. 147 (1914). 
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ich mich auf Veranlassung von E. Winterstein auch mit 
dieser Frage der Cholinderivate beschaftigt. Es bot sich hierbei 
Gelegenheit, einige weitere Doppelsalze des Cholins herzustellen, 
und da einige dieser Bromoplatinate und Chlorobromoplatinate 
charakteristische Eigenschaften zeigten, welche unter Um- 
stinden auch bei anderen Basen von Interesse sein kénnten, 
dehnte ich die Untersuchung auf einige weitere Basen aus. 
In dieser Mitteilung berichte ich zunichst iiber diesen Teil 
der Untersuchung. 


Cholin-Bromoplatinat. 


Cholin-Hydrochlorid wurde in Wasser gelést, mit Platin- 
chlorwasserstoff und einem Uberschu8 von Bromwasserstoff 
versetzt und die gelbe Liésung erwiirmt. Die Lésung wird 
beim Erwirmen bald dunkelrot. Aus der eingeengten er- 
kalteten Lésung kristallisiert das Doppelsalz in dunkelroten, 
granatfarbenen, grofjen Prismen, Wiirfeln und Oktaedern. 
Das Doppelsalz ist in kaltem Wasser schwer ldslich, in heifiem 
Wasser reichlicher léslich und kristallisiert daraus in den eben 
genannten Formen. Es schmilzt unter Zersetzung bei 240”. 


0,1414 g gaben 0,0312 g Pt 
0.1604, ., 0,0853, , 
0.3289, , 0,0706, , und.0,4213 g AgBr 
016838, , 003857, , , 0,2084¢ , 
Grefunden: °/, Pt: 22,04 22,00 21,96 21,88 
°/, Br: — — 54,51 54,30. 
Ber. fiir: (C;H,,NOHBr), PtBr, 
*/, Pt: 224 
°/, Br: 54,34. 


Bromwasserstofisaures Cholin gibt mit Platinchlorwasser- 
stoff unmittelbar eine dunkelrote Fiallung. Aus Wasser kri- 
stallisiert dieses Doppelsalz in Wiirfeln, Prismen und lang- 
lichen Plittchen. Es schmilzt mit Zersetzung bei 255’. 
Wiederholte Ansiatze dieser Art gaben jeweils ohne Riicksicht 
auf Mengenverhialtnisse dasselbe Doppelsalz, wie aus Analysen- 
befunden, Kristallform etc. hervorging. Es stellt die Verbin- 
dung (C,;H,,NOHBr), PtClBr, vor und scheint somit eine 





Bisel Farce 
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starke Tendenz zur Bildung gerade dieser Verbindung mit 5 Br. 
und 1 Cl. im Molekiil zu bestehen’). 
0,2245 g gaben 0,0523 g Pt 
0,2021, , 0,0469, , 
02176, , 00,0501, , 0,2484 g¢ AgBr. und 0,0371 g AgCl 
0.2476, , 0,0568, , 0,2781, ‘ , 0,0486,  , 
02021, ., 00465, , 0,2272, " » aes: « 
Gefunden: °/, Pt: 23,30 23,21 28,02 22,96 23,00 
°/, Br: — — 47,60 47,80 47,84 
Cl: — — 422 4,386 4,06. 
Ber. fir: (C; H,,;NO HBr), PtClBr, 
°/, Pt: 28,29 
°/, Br: 47,67 
7, Ci: 4.23. 


Betain-Bromoplatinat. 


Salzsaures Betain wurde in Wasser gelist, mit Platin- 
chlorwasserstoff und einem Uberschuf von Bromwasserstoff 
versetzt und die Liésung erwirmt. Hierbei farbt sich die 
anfangs gelbe Lésung bald dunkelrot. Nach dem EKinengen 
und Erkalten fiel das dunkelrote Bromoplatinat des Betains 
aus. Das Doppelsalz kristallisiert aus Wasser in derben, 
dunkelroten, granatfarbenen Kristallen; meist in vier- und 
sechsseitigen abgeschriigten dicken Plaittchen. Es ist in kaltem 
Wasser mittelschwer léslich, in heif§iem Wasser reichlicher 
léslich und zersetzt sich unscharf bei etwa 240°. 


0,8030 g¢ gaben 0,0111 g H,O und 0,0672 g Pt 


0.2412, , 00087, . , 00492, , 
0.2771, . 0,0106 , H,O, 0,0559g Pt. und 0,3279 g Ag Br 
03901, , 0,0148, H,O, 0,078, ., , 04600, , 


Gefunden: °/, H,O: 3,66 3,60 3,82 3,80 
%/, Pt: 20,36 20,40 20,17 20,13 
*/o Br 50,88 50,18. 


1) Halogenbestimmungen durch indirekte Analyse, d. h. Wigung 
der gesamten Silber-Halogenide und darauffolgende Verdringung des Broms 
durch einen Chlorstrom (siehe z. B. Treadwell, Lehrbuch f. Analytische 
Chem.), Entgegen der oft gemachten Behauptung, da die Methode keine 
zuverlissigen Resultate liefert, verliefen die Halogenbestimmungen in die- 
sem Falle glatt und einwandfrei und zeigten gute Ubereinstimmung unter- 
einander. 








Br. 
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Ber. fiir: (C, H,, NO, HBr), Pt Br, 2H, O 
o/, HO: 3,77 
%/, Pt: 20,46 
°/, Br: 50,27. 


Pyridin-Bromoplatinat und Tetrabromdipyridinplatin. 


Pyridin wurde in iiberschiissigem Bromwasserstoff gelist, 
die Lésung mit Platinchlorwasserstoff versetzt und langsam 
eingeengt. Es fallt dunkelrotes Pyridin- Bromoplatinat aus. 
Beim Versuch, das Doppelsalz aus Wasser umzukristallisieren, 
erleidet das Doppelsalz Zersetzung im Sinne der Andersonschen 
Reaktion’), doch kann dasselbe, wenn schnell operiert wird, 
praktisch ohne Zersetzung (nur diuferst schwacher Geruch 
des Pyridins) aus siedendem Wasser umkristallisiert werden. 
Ks kristallisiert in kurzen, dunkelroten, kleinen Prismen und 
zersetzt sich unscharf bei etwa 280°. 

0,2892 g gaben 0,0671 g Pt 

0.2072, , 00,0483, , 

0.3382, , 0,4558, AgBr 

0.3006, , 0,4446, : 

0.3157, , 0,0729, Pt und 0,3840 g AgBr 
0.2939, , 00677, , , 038808, ‘ 


Gefunden: 
°/, Pt: 23,21 23,30 — — 23,12 23,04 
o, Br: — — 57,32 57,23 (51,77)?) (55,14)°). 


Berechnet fiir: (C;H,NHBr), PtBr, 
°/, Pt: 28,39 
°, Br: 57,45. 


Wie schon erwihnt, erleidet das Pyridinbromoplatinat beim 
Krhitzen mit Wasser Zersetzung im Sinne der Andersonschen 


) M. Anderson, M. 15, 8. 176 (1894); A. Werner und F, Fa6- 
hender, Zeitschr. f. anorg. Chem. Bd. 15, 8S. 123 (1897); R. Willstatter 
und T. Wirth, B. 42, 8S, 1919 (1909). 

*) Br-Bestimmungen nach der Scheiblerschen Methode (Zersetzung 
mittels Mg in wiisseriger Lésung). Die Br-Verluste scheinen durch die 
erwihnte Zersetzung des Bromoplatinates in wiisseriger Lésung bedingt 
zu sein. Die Bestimmungen 57,32 und 57,23°/, Br wurden mit Super- 
oxydschmelze gemacht. 
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Reaktion, nach welcher Platindoppelsalze durch lang andau- 
erndes Erhitzen mit Wasser sich schliefilich nach folgender 
Gleichung und unter Bildung von gelben in Wasser iuferst 
schwer léslichen Endprodukten zersetzen: 


(RHCl),PtCl, = 2 HCl + R,PtCl, 


Eine wisserige (dunkelrote) Lésung des Pyridinbromo- 
platinates wurde erhitzt. Schon nach 5—10 Minuten beginnt 
ein gelbes, sehr schwer lésliches Doppelsalz aus der Lésung 
auszufallen. Nach etwa 8—10stiindigem Erhitzen war die 
Gesamtmenge des Pyridinbromoplatinates umgewandelt. Die 
Lésung war farblos geworden, und das Zersetzungsprodukt 
war feinkristallinisch gelb ausgefallen. Es wurde abfiltriert 
und noch mehrmals mit Wasser ausgekocht. Das Doppelsalz 
verkohlt unscharf bei etwa 150°. Es ist in Wasser praktisch 
unléslich. In 50 cem siedendem Wasser léste sich keine wiig- 
bare Menge. 


90,1486 g gaben 0,0432 ¢ Pt 


0,1254,., ,, 0,0366,, ,, 

0,2000., ,, 0,0579,, ,, und 0,2222 2 AgBr. 
Gefunden: 

*. Pt: 20:07 29,19 28,98 

”, Br: -- —- 47,28. 
Berechnet fiir: (C;H;,N), PtBr, 

*/, Pt: 20,01 

°/, Br: 47,51. 


Im Laufe dieser Umwandlung vom Pyridinbromoplatinat 
zum Tetrabromdipyridinplatin wurde ein Zwischenprodukt 
beobachtet. Es ist auch hellgelb, in Wasser reichlicher léslich 
als das Endprodukt. Es kristallisiert in diinnen viereckigen 
Plattchen und war anscheinend analog dem von Werner und 
Fassbender (I. c.) isolierten Zwischenprodukt, pentachloro- 
pyridinsaures Pyridin, 


dementsprechend wohl pentabromopyridinsaures Pyridin. 
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Arecaidin-Bromoplatinat. 


Arecolin-Hydrochlorid wurde in Wasser gelést, mit Platin- 
chlorwasserstoff und einem Uberschu8 von Bromwasserstoff 
versetzt und diese Lisung lingere Zeit erwairmt. Die anfangs 
gelbliche Lésung wurde bald dunkelrot, und nach dem Kin- 
engen und Erkalten fiel das dunkelrote Arecaidin-Bromoplatinat 
aus, indem das Arecolin gleichzeitig verseift worden war. Das 
VDoppelsalz wurde aus Wasser umkristallisiert und so in dunkel- 
roten, derben, achtseitigen, abgeschrigten Plittchen und auch 
in zinnoberroten, diinnen, quadratischen und rhombenférmigen 
Blittern erhalten. Es ist in kaltem Wasser mittelschwer 
léslich und zersetzt sich unscharf bei etwa 238°. 


0,1692 g¢ gaben 0,0029 g H,O und 0,0339 g Pt 


0,24538,, . 0,0041,, ,, » O,0491,, 

0.2898 ,, , 0,0041,, , , 0,0477,, ,, 

0,1843,, ,, 0,0029,, ,, 0,0366 g Pt und 0,2127 g AgBr 

0,3194,, , 0,0053,, , 0,0682,, ,, ,, 0,8672,, __,, 
(yefunden : 

, H.O: 1,75 1,68 1,70 1,60 1,65 

°/, Pt: 19,98 20,02 19,90 19,86 19,80 

”, Br: — — _ 49,12 48,93. 
Berechnet fiir: (C;H,, NO,HBr), PtBr,H,O 

o/, H,O: 1,84 

*%, Pt: 19,99 


°/, Br: 49,10. 


Bei einem Ansatz von Arecolin-Hydrobomid mit Platin- 
chlorwasserstoffsiiure-Lésung wurde die wisserige Lésung beim 
Erwairmen dunkelrot, und dann kristallisierte das Doppelsalz 
aus Wasser in dunkelroten sechsseitigen Plittchen und in 
kurzen Prismen, die sich bei etwa 198° zersetzten. Bei den 
Versuchsbedingungen dieses Ansatzes war augenscheinlich der 
Ersatz des Chlors durch Brom unvollstandig geblieben und 
das Arecolin nicht verseift worden, soweit sich aus der Platin- 
bestimmung ein solcher SchluB folgern labt. 


0,1895 g gaben 0,0413 g Pt. 
Gefunden: 21,76°/, Pt. 
Berechnet fiir: (C,; H,, NO,HBr), PtCl, Br, 
21,74°/, Pt. 
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Nikotin-Bromoplatinat. 


Nikotin wurde in einem Uberschuf8 von verdiinntem Brom- 
wasserstoff gelést, die Lésung mit Platinchlorwasserstoff ver- 
setzt und diese gelblich gefirbte Lésung sodann eingeengt. 
Die Lésung wurde hierbei bald dunkelrot. Nach starkem 
Einengen fiel feinkristallinisches, dunkelrotes Nikotin-Bromo- 
platinat aus. Das Doppelsalz la6t sich nicht aus Wasser um- 
kristallisieren, da es duBerst schnell durch Wasser zersetzt 
wird (Andersonsche Reaktion vergl. bei Pyridin-Bromoplatinat 
Seite 253) unter Bildung eines orangegelben Zersetzungspro- 
duktes. Das Doppelsalz wurde durch wiederholtes Waschen 
mit kaltem Wasser gereinigt. Es zersetzt sich ziemlich 
scharf bei 230°. 

0,2061 g gaben 0,0041 g H,O und 0,0467 g Pt 

0,2215,, ,, 0,0045,, ,, , 0,0502 g Pt und 0,2916 g AgBr. 
Gefunden: 

0/, H,O: 1,98 2,02 

°/, Pt: 22,68 22,66 

°°, Br: — 56,02. 
Berechnet fiir: C,,H,,N,(HBr), PtBr,H,O 

°/, H,O: 2,10 

°/, Pt: 22,78 

°/, Br: 55,97. 


Versuche mit Morphin und mit Hydrazin. 


Morphin wurde in verdiinntem Bromwasserstoff gelést, 
die Lésung mit Platinchlorwasserstoff versetzt und erwirmt. 
Hierbei wurde die gelbliche Lésung bald dunkelrot. Nach 
langerem Erwaérmen und wiederholtem Einengen mit ver- 
diinntem Bromwasserstoff wurde aus der Lésung eine briun- 
liche flockige Verbindung ausgeschieden. Diese Verbindung ist 
praktisch unléslich in Wasser und wurde zwecks Reinigung 
mehrmals mit solchem ausgekocht. Die so erhaltene dunkel 
erdfarbene Verbindung scheint nach dem Platingehalt das 
Doppelsalz eines Morphinzersetzungsproduktes zu sein, dessen 
Molekiil noch etwas kleiner als das Apomorphin zu sein scheint. 
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Wiederholte Versuche gaben dieselben Resultate und liefien 
auch keine weiteren Schlufbfolgerungen zu. 
0,1260 g gaben 0,0247 g Pt, d. h. 19,64°/,. 
Berechnet: Morphin H,PtBr,: 15,65°/, Pt. 
Apomorphin H, PtBr,: 18,61°/, Pt. 
Trotz wiederholten Versuchen konnte vom Hydrazin kein 
Bromoplatinat oder sonstiges Platindoppelsalz analog den in 
dieser Arbeit beschriebenen Doppelsalzen erhalten werden. 
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Uber das Vicin. 
I. Mitteilung. 
Von 


E. Winterstein. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgenissischen technischen Hoch- 
schule in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1919.) 


In einer in dieser Zeitschrift veréffentlichten Arbeit haben 
Ki. Schulze und G. Trier’) die Ansicht ausgesprochen, dati 
dem von Ritthausen?) aus Wickensamen (Vicia sativa) dar- 
gestellten Vicin méglicherweise die Formel C,,H,,N,0,, zu- 
kommt und daf} diese Verbindung bei der Hydrolyse gemab 
der Gleichung 

Co Hs, 0,,N, + H,O = O,H,,0,N, + 2 C,H,.0, 

in eine Base, das Divicin, und 2 Molekiile Hexose gespalten 
wird. Das Divicin hatte schon Ritthausen aus dem Vicin 
neben einem Zucker erhalten. Nach Ansicht der genannten 
Autoren kénnte das Divicin ein Pyrimidinderivat sein; diese 
Ansicht griindete sich auf der Tatsache, dafi das in Wicken- 
samen neben dem Vicin in geringer Menge vorhandene Con- 
vicin bei der Hydrolyse neben einer Hexose Alloxantin liefert. 

Im Zusammenhang mit diesen Erérterungen hatte ich im 
Jahre 1913 Herrn J. Keller veranlafit, das Vicin naher zu 
untersuchen. Zu diesem Zweck stellte ich dem Genannten 
eine gréBere Menge des von mir dargestellten Vicins zur Ver- 





1) Uber die Identitét des Vernins und des Guanosins nebst einigen 
Bemerkungen iiber Vicin und Convicin Bd. 70, 8S. 143 (1910). 

*) Journal f. prakt. Chemie [2] Bd. 2, 8S. 336 (1870), Bd. 24, S. 202 
(1881), Bd. 59, S. 480 (1899). Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch. Bd. 29, 
S. 2108 (1896), Bd. 9, S. 301 (1876). 
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fiigung, auferdem aber sollten noch weitere 100 kg Wicken- 
samen auf Vicin verarbeitet werden. 

Aus aiuferen Griinden konnte J. Keller die Untersuchung 
nicht fortsetzen, und da wir nun die Samen wieder beschaffen 
kénnen, sollen die seinerzeit gewonnenen Resultate kurz ver- 
dffentlicht werden, da wir hoffen, einen weiteren Beitrag iiber 
die aus Vicin darstellbare Base bringen zu kénnen. 

Mittlerweile hat P. A. Levene’) eine Arbeit iiber das 
Vicin veréffentlicht, die mir im Original bisher nicht zugiing- 
lich war. Die Arbeit von Levene schliefit an eine Bemerkung 
von T. B. Johnson und Johnson und Johns?) an, in 
welcher die letztgenannten Autoren die Ansicht aussprechen, 
daf} das Divicin mit dem nach Traubes Angaben dargestellten 
2,6-Dioxy-4,5-Diaminopyrimidin identisch sein soll, eme An- 
sicht, die durch E. Fischer*) widerlegt wurde. Die Traube- 
sche Verbindung hat grofe Ahnlichkeit mit dem Divicin, ist 
aber damit nicht identisch, denn sie gibt beim Erhitzen mit 
Harnstoff auf 180° Harnsiure, das Divicin gibt unter gleichen 
Bedingungen keine Harnsiure. Nach Levene kénnte das 
Divicin eher 4,6-Dioxy-2,5-Diaminopyrimidin C,H,0,N, 

NA, - cH—CO—NH 
CO—N = C—NH, 
sein. Im folgenden sollen die bisher erhaltenen Resultate mit- 
geteilt werden. 


Darstellung des Vicins. Feingemahlene Wicken- 
samen werden mit so viel normaler Schwefelsiure zusammen- 
gebracht, daf} ein recht diinner Brei entsteht. Die Fliissigkeit 
wird nach 12stiindigem Stehen vom Unléslichen abgepreft, 
mit Kalkmilch neutralisiert, der ausgeschiedene Gips von der 
Liésung getrennt und diese mit Sublimatlésung und Barium- 
hydroxyd versetzt, bis keine weife Fallung mehr auftritt. Die 





1) Journal of Biological Chemistry Bd. 18, S. 305 (1914); Chem. 
Centralblatt Bd. 85, S. 646 (1914). 
*) Journal Amer. Soc. Bd. 126. 8. 337 (1914); ibid. Bd. 36, S. 545, 970 
(1914). 
3) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch. Bd. 47, S. 2611 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 18 
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Quecksilberfallung wird auf einer Nutsche gesammelt, mit 
Wasser vollstindig ausgewaschen und dann mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt; da die Zersetzung des Niederschlags lange 
Zeit in Anspruch nimmt, ist es angezeigt, dem im Wasser 
fein verteilten Niederschlag Bariumhydroxyd bis zur stark 
alkalischen Lésung hinzuzufiigen und dann Schwefelwasserstoff 
einzuleiten. Die Lésung befreit man mittelst Kohlensiure 
vom Barium, dunstet das farblose Filtrat bei niederer Tem- 
peratur ein und filtriert vom ausgeschiedenen Bariumkarbonat 
ab. Aus der Lésung scheiden sich Kristalle aus, welche durch 
Umkristallisieren aus heifiem Wasser gereinigt werden. Die 
Ausbeute betragt héchstens 0,2 °/, an Rohvicin. Etwas bessere 
Ausbeuten erhalt man, wenn man das Wickenpulver unter 
Zusatz von frischgefalltem Calciumkarbonat mit 80 °/, Wein- 
geist extrahiert, den vom Alkohol befreiten sirupisen Riick- 
stand mit Quecksilberchlorid und Natriumkarbonat ausfallt 
und im itibrigen wie oben behandelt. 

Das aus Wasser umkristallisierte Vicin bildet voluminise, 
zu Biischeln vereinigte Nadeln; es schmilzt unter Zersetzung 
bei 239—242°'), je nach der Art des Erhitzens. 

.Das Vicin ist optisch aktiv: 1 g Substanz gelést in 10 ccm 
10 °/, iger Schwefelsiure dreht im 200-Millimeterrohr im Soleil- 
Ventzke-Apparat 5,1° nach links; daraus berechnet sich 


(a) > = —8,77 ° 

Kine Lésung von 1 g Vicin in 15 cem '/; n-Natronlauge 
drehte im gleichen Apparat im 200-Millimeterrohr 5° nach 
links, daraus berechnet sich (#)p = —12,1°. 

Spaltung des Vicins. Um zu priifen, ob das Vicin 
ein oder zwei Molekiile Zucker enthialt, wurden zunichst einige 
quantitative Spaltungen vorgenommen, von denen zwei hier 
aufgefiihrt werden sollen. 

5 g Vicin wurden in 60 ccm normaler Schwefelséure ge- 





1) Nach Ritthausen, 1. c., schmilzt Vicin bei 180°. Sein Priparat 
scheint somit nicht ganz rein gewesen zu sein, denn auch bei der Elementar- 
analyse wurden von uns Zahlen erhalten, die etwas von denjenigen ab- 
weichen, die Ritthausen erhalten hat. 
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list und zunichst die Drehung dieser Lésung bestimmt; sie 
betrug im 200-Millimeterrohr —4,3°. Daraus berechnet sich 
eine spezifische Drehung von —8,9°. Diese Zahl stimmt mit 
der obigen sehr gut iiberein. Nach 4stiindigem Aufbewahren 
der Lisung in der Kilte hatte die Drehung sich kaum verandert. 
Vicin wird also in der Kalte durch normale Schwefelsiure 
nicht gespalten. Diese Lésung wurde nun 1 Stunde in kochen- 
dem Wasserbade erwiirmt, wieder auf 60 ccm gebracht und 
die Drehung bestimmt. Da die Lésung etwas gelb gefirbt 
war, konnte eine ganz genaue Ablesung nicht erfolgen, sie 
betrug im Mittel +13°. 2 ccm dieser Lésung gaben bei der 
Zuckerbestimmung nach Allihn-Soxhlet 0,1922 Kupfer = 
0.0985 g d-Glukose. Daraus berechnet sich 59,3 °/, d-Glukose. 

7,900 g Vicin mit 50 cem normaler Schwefelsiure 3/, Stunden 
gekocht, gaben 60,05 °/, d-Glukose auf Vicin berechnet. Die 
Lésung drehte im 200-Millimeterrohr +12,6°. 

Berechnet man die Drehung nach der Formel 

__ a X 0,344 & 100 


ae 


wobei a die abgelesenen Grade, p den Prozentgehalt bedeuten, 
so findet man fiir d-Glukose ein zu niedriges Drehungsver- 
moégen, anstatt +52° nur gegen +48°. Dieser Unterschied 
ist nicht allzu bedeutend und findet eine Erklirung darin, dab 
die Lésungen nicht ganz farblos sind; auferdem aber ist es 
méglich, daf} die vorhandene Siure und die bei der Spaltung 
auftretenden Basen einen Kinflufi auf das Drehungsvermégen 
ausiiben. Aus der Formel, die sich auf Grund der Elementar- 
analyse, der, Ergebnisse von Ritthausen’) und Levene?) 
aufstellen laf it, berechnet sich ein Gehalt von 59,6 °/, d-Glukose; 
dieser Wert stimmt mit dem gefundenen gut iiberein. 

Es sei noch bemerkt, daf} man bei der Zuckerbestimmung 
nach Allihn den Glukosegehalt nicht aus der gefundenen 





) Journ, f. prakt. Chemie Bd. 24, S. 206 (1881), Bd. 59, S. 481 (1899). 
Ritthausen erhielt 30 °/, Divicin aus dem Vicin; beriicksichtigt man die 
unvermeidlichen Verluste, so stimmt auch diese Zahl einigermaBen. 

*) The Journal of Biological Chemistry Bd. 18, S. 305 (1899). Chem. 
Centralblatt. Vibid. 
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Kupferoxydulmenge nach der von Th. v. Fellenberg') auf- 
gestellten Tabelle ablesen kann, denn reduziert man das Kupfer- 
oxydul mit Wasserstoff, so findet man fiir Cu stets niederere 
Werte als die aus der Tabelle abgelesenen. Das Oxydul ist 
auch nie rein dunkelrot; es schliefit etwas organische Sub- 
stanz ein. Um diese zu entfernen, wurde das mit Wasserstofi 
reduzierte Kupfer im Luftstrom erhitzt, sodann nochmals redu- 
ziert, wobei man dann reines Kupfer und Resultate erhilt, 
die sehr gut untereinander tibereinstimmen. 

Bei der Elementaranalyse des Vicins wurden folgende 
Resultate erhalten: 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0;N,: 
C 39,04°/, 39,47 °/, 
H 5,34, 5,26°/, 
N 17,98, 18,42°/, 


Durch die Untersuchungen von E. Fischer®) und auch 
Levene’) ist die Natur des bei der Hydrolyse des Vicins auf- 
tretenden Zuckers als der Glukose erkannt worden. Folgende 
Ergebnisse bestitigen diesen Befund in jeder Hinsicht. 

20 g Vicin wurden mit 200 cem normaler Schwefelsiure 
ca. 2 Stunden‘) im Wasserbade erwirmt. Schon nach 10 Mi- 
nuten gibt diese Lésung mit Eisenchlorid und Ammoniak eine 
tiefblaue Lésung, die allmahlich einen grauen Ton annimmt. 
Fiigt man zu der mit Schwefelsiure kurze Zeit erhitzten Vicin- 
lésung Bariumhydroxyd hinzu, so tritt eine rosarote Farbung 
auf, die beim Kochen sofort verschwindet‘). Die bei 2stiin- 
digem Kochen mit normaler Schwefelsiure erhaltene Lisung 
gab die beschriebenen Farbenreaktionen nicht mehr. 

Die Lésung wurde mittels reinem Baryt von der Schwefel- 
siure vollstindig befreit und die vom Bariumsulfat getrennte 


1) Tabelle zur Ermittlung des Traubenzuckers, Invertzuckers, Milch- 
zuckers und Malzzuckers aus dem gewogenen Kupferoxydul. Mitteilungen 
aus dem Gebiete der Lebensmitteluntersuchung und Hygiene, veriffent- 
licht vom Schweizerischen Gesundheitsamt, Bd. IV 8. 369 (1913). Es ist 
moéglich, daB das Cu,O etwas Base mit ausfiallt. 

*) Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch. Bd. 47, S. 2615 (1914), 

3) Ibidem. 

*) Diese Reaktion ist von E. Ritthausen angegeben. 





Uber das Vicin. 963 


Fliissigkeit bei 40° zu einem diinnen Sirup eingedunstet und 
im Exsikkator aufbewahrt. Man erhilt einen braunen zahen 
Sirup, der sich leicht in kochendem 90°/,igen Athylalkohol 
und nahezu vollstiindig auflést; die von einem geringen unlés- 
lichen Riickstand getrennte alkoholische Lésung wurde mit 
Wasser verdiinnt, mit konzentrierter Schwefelsiure sauer ge- 
macht und konzentrierte Phosphorwolframsaure hinzugefiigt, 
bis keine Fiallung mehr auftrat. Die Fallung wurde auf der 
Nutsche mit 5°/,iger Schwefelsiiure ausgewaschen, die Lisung 
mittels Baryt von den Séuren befreit und das siurefreie Fil- 
trat vorsichtig eingedunstet. Der erhaltene hellgelbe Sirup, 
welcher 11,4 g wog, wurde oft mit 94°/,igem Alkohol ausge- 
kocht, die alkoholische Lésung stehen gelassen und die nahezu 
farblose Lésung von einer kleinen Menge sirupéser Ausschei- 
dung abgegossen. Die alkoholische Lésung wurde im Exsikkator 
aufgestellt, und nachdem der gréfite Teil des Alkohols verdunstet 
war, wurden einige Kristalle Traubenzucker eingeimpft. Nach 
einiger Zeit erstarrte die Masse nahezu vollstindig; sie wurde 
mit 95°/,igem Alkohol gewaschen und aus kochendem Alkohol 
umkristallisiert. Auf diese Weise wurden 5,4 g Traubenzucker 
erhalten. Eine Liésung von 1 g des Zuckers in 10 cem Wasser 
drehte im Soleil-Ventzke-Apparat im 200-Millimeterrohr + 14,9”. 
Daraus berechnet sich (a)p + 51,2°, fiir Traubenzucker + 52°. 

Die Kristalle gaben bei der Oxydation Zuckersaure, welche 
durch eine Silberbestimmung des Silbersalzes charakterisiert 
wurde. Erhalten 51,2°/, Ag, berechnet 50,93°/, Ag. Das Osazon 
schmolz bei 205°. Der Rohsirup gab mit essigsaurem Phenyl- 
hydrazin in der Kilte keine Fallung, die Reaktionen auf Pen- 
tosen und Fruktose waren negativ. Somit entsteht, wie 
Kk. Fischer auf Grund seiner Untersuchungen vermutet hat, 
aus dem Vicin nur Traubenzucker. Die neben dem Trauben- 
zucker auftretende Base, das Divicin, ist nach den Angaben 
von Ritthausen recht unbestindig, die wafirigen Lésungen 
zersetzen sich rasch, die anfinglich farblosen Kristalle werden 
bald braun oder rétlich. Nach E. Fischers Beobachtungen 
scheint das Vicinsulfat beim Umkristallisieren etwas Schwefel- 
siure abzugeben. 
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Spaltet man Vicin durch */, Stunden langes Erhitzen mit 
normaler Schwefelsiiure, neutralisiert die Lésung ganz genau 
mit Baryt und dunstet bei 30° oder im Vakuumexsikkator ein, 
so resultiert ein brauner Sirup, der, wie schon gesagt, sich 
nahezu vollstindig in Alkohol aufliést; eine Lésung desselben 
gibt die von Ritthausen beschriebene violette Farbung mit 
Kisenchlorid und Ammoniak nicht mehr. Der Sirup enthiilt 
neben Ammoniak eine durch die bekannten Alkaloidfallungs- 
mittel fallbare Base. Es ist denkbar, daf} das Studium dieser 
Verbindung niheren Aufschluf iiber die Konstitution des Divi- 
eins bringen kann, woriiber wir in einer zweiten Mitteilung 
berichten werden. 





Untersuchungen iiber Salmin’). 
Von 
Dr. Mathilde Nelson-Gerhardt. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1919.) 








Aligemeiner Teil. 


Goto”) kam bei seinen im Jahre 1902 im hiesigen Institut 
ausgefiihrten Untersuchungen zu dem Ergebnis, dafi bei der 
Hydrolyse des Clupeins eine Abnahme des Siurebindungs- 
vermoégens stattfindet. Da diese Erscheinung fiir die Kenntnis 
des Protaminmolekiils wichtig erschien, habe ich, auf Anregung 
von Herrn Professor A. Kossel, sie auch bei einem andern Pro- 
tamin, dem Salmin, gepriift und bestatigt gefunden (s. unten). 
Meine weiteren, unten mitgeteilten Untersuchungen waren darauf 
gerichtet, das Zustandekommen dieser Erscheinung zu erklaren. 

Ks ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Professor Kossel fiir die Ratschlige, mit denen er mich 
bei der Durchfiihrung der Arbeit unterstiitzte, meinen besten 
Dank auszusprechen. 

Kine Zunahme der Aciditaét bei der Hydrolyse, besonders 
hei der enzymatischen Spaltung, ist auch bei andern Proteinen*) 
beobachtet worden. Auf den ersten Blick erscheint diese Tat- 
sache schwer verstindlich, wenn man annimmt, daf} die Amido- 
siuren im Proteinmolekiil nach dem bekannten Schema der 
Peptide miteinander vereinigt sind; denn es muf} doch bei der 


1) Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung der Akademie der 
Wissenschaften in Heidelberg (Stiftung Lanz) ausgefiihrt worden. 

*) Diese Zeitschr. Bd. 37, S. 94 (1902). 

5) Sérensen, Ergebnisse der Physiologie 1912, hier auch die iibrige 
Literatur. 
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Hydrolyse auf jede Carboxylgruppe auch eine Amidogruppe 
in Freiheit gesetzt werden. Nun hat Sérensen fiir diese 
auffallige Erscheinung folgende Erkliirung gegeben‘): Die Peptid- 
bindung tritt bei saurer Reaktion mit der Ketoform — CO 
— NH — auf, sie wird hingegen mit wachsender Alkalitiit 
immer mehr in die als schwache Saéure wirkende Enolform 
— C(OH) = N — umgewandelt. Diese Eigenschaft soll sich nicht 
bei allen, sondern nur bei den ,peripheren“ Peptidbindungen 
des groben Eiweifjmolekiils zu erkennen geben. Bei der 
enzymatischen Proteolyse sollen nun infolge der fortschreiten- 
den Teilung des Proteinmolekiils immer mehr Peptidbindungen 
in die peripherische Lage austreten, und somit soll das Basen- 
bindungsvermégen immer gréBer werden. 

Wenn nun mit der weitergehenden Hydrolyse ein vélliger 
Zerfall der Peptide in die Aminosiuren eintritt, so verschwindet 
natiirlich die enolfahige Atomgruppierung, auf welcher dieser 
ganze Vorgang beruht, und die Aciditaét geht wieder zuriick. 

Diese Theorie ist von Henriques und Sérensen’) 
sowie von andern Forschern an einzelnen Beispielen bestiitigt 
worden und meine unten angefiihrten Versuche am Glycin- 
anhydrid sowie am Leucylglycin (Spezieller Teil 8. 274) stimmen 
ebenfalls damit itiberein. 

Wenn diese Theorie zur Erklarung der von Goto am 
Clupein beobachteten Alkaleszenzabnahme bezw. Saurebildung 
dienen soll, so muB zunichst der Nachweis erbracht werden, 
daf} die Hydrolyse teilweise auf der Peptidstufe stehen geblieben 
war. Ob dies bei den Versuchen von M. Goto wirklich der 
Fall gewesen ist, mége dahingestellt bleiben — bei meiner 
Versuchsanordnung, die sich wesentlich von der Gotos unter- 
schied, und das Salmin betraf, waihrend Goto mit Clupein 
arbeitete, waren in der Tat Peptide der Monoamidosiiuren 
vorhanden (Spezieller Teil 4). Auch konnte ich nachweisen, 
da bei einer Vervollstiindigung der Hydrolyse durch Zersetzung 
der Peptide ein Riickgang der Aciditat eintrat (Spezieller Teil 
4e, S. 278). | 

1) Sdérensen 1. c. 

*) Diese Zeitschr, Bd, 63, 8.27 (1909). 
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Dieser Befund bestitigte zwar die Annahme, dal) die Er- 
klirung Sérensens auf diesen Fall anwendbar war, die quan- 
titativen Verhiltnisse zeigten jedoch, dafs noch eine andere 
Ursache fiir die Saéurebildung vorhanden sein mufite. Nach 
Sérensens Theorie miifite ja die Abnahme der Alkaleszenz 
auf die Entstehung saurer Gruppen der Peptide zuriickzufiihren 
sein. Diese Peptide waren bei meinen Versuchen nur in dem 
Monoaminosiiureanteil des Protaminmolekiils nachzuweisen. Es 
miiite also die Aciditit dieses Anteils mit der Alkaleszenz- 
abnahme des Ganzen gleichwertig sein. Dies ist aber nicht 
der Fall; denn die Alkaleszenzabnahme des Ganzen war sieben- 
mal so grofs wie das Basenbindungsvermégen der bei der 
Hydrolyse entstandenen Monoamidosiiurepeptide [Spezieller 
‘Teil 4, Zweite Versuchsreihe d), 5. 281]. Diese Aciditiét der 
bei diesen Versuchen gefundenen Monoamidosiurepeptide reicht 
also bei weitem nicht aus, um die Alkaleszenzabnahme des 
ganzen Protaminmolekiils bei der Hydrolyse zu erkliren. 

Die Vermutung, dafi bei der Hydrolyse des Salmins eine 
Siiure, die der Untersuchung bisher entgangen ist, etwa eine 
zweibasische Monoaminosiure entsteht und die saure Reaktion 
verursacht, veranlafite mich zu einer genaueren Untersuchung 
der durch das Silberbarytverfahren fallbaren Fraktion. Aber 
auch hier war keine derartige Substanz nachzuweisen. 

Ebensowenig kann in dem Freiwerden der Carboxylgruppe 
des Serins aus der Peptidbindung die Ursache des Alkaleszenz- 
riickganges gefunden werden, denn ich habe mich durch be- 
sondere Versuche davon iiberzeugt, daf} das Serin keine ge- 
niigend sauren Kigenschaften besitzt (Spezieller Teil 3, S. 275). 

Der negative Ausfall dieser Versuche lenkt die Aufmerk- 
samkeit auf eine andere Méglichkeit, nimlich auf eine ester- 
artige Bindung der Hydroxylgruppe des Serins mit der Carboxyl- 
gruppe einer Aminosaure. Eine einfache Uberlegung ergibt, 
dai der hydrolytische Zerfall einer derartigen Verbindung, 
welche zwei Aminogruppen und eine Carboxylgruppe enthalten 
wiirde, die urspriinglich vorhandene Alkaleszenz zum Ver- 
schwinden bringen mu, ohne daf dabei eine Substanz von aus- 
geprigt sauren Eigenschaften entsteht. Ubertriigt man diesen 
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Vorgang auf die einfachen Verhiltnisse eines Serin-Glykokoll- 
esters, so kann man ihn durch folgendes Formelbild darstellen: 
COOH — CH — CH, — 0 — CO — CH, + H,O 


| | 
NH, NH, 


= COOH — CH — CH,OH + COOH — CH, 
| | 
NH, NH, 


Das oben erwihnte Vorkommen von Peptiden in dem 
Monoamidosiureanteil der hydrolytischen Spaltungsprodukte 
des Salmins wurde in folgender Weise nachgewiesen. Zunichst 
entfernte ich das Arginin durch wiederholte Fallung mit der 
Silberbarytmethode. Den Riickstand, welcher die Monoamido- 
siuren: Valin, Serin und Prolin sowie die Peptide enthalten 
mufte, priifte ich in zweifacher Weise auf Peptide. 

1. Es wurde die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs der 
Monoamidosiurefraktion mit dem Gesamtstickstoff dieser Frak- 
tion verglichen. Das Verhiltnisdes ersteren zum letzteren betrug 
3:4. Hiernach miifte nach der ersten, minder tiefgreifen- 
den Hydrolyse noch ungefihr der vierte Teil des gesamten Stick- 
stoffes dieser Fraktion in der Peptidverkettung festgelegt sein 
(Spezieller Teil 4b, S. 277 und 279). Nun wurde ein Teil dieser 
Reaktionsmasse einer weitergehenden Hydrolyse unterworfen und 
die Formoltitrierung wiederholt. Das Verhaltnis des formoltitrier- 
baren Stickstoffes zum Gesamtstickstoff hatte sich jetzt in der 
Weise geindert, daB beide Zahlen sich einander naherten. Das 
Verhaltnis war jetzt ungefihr 6,4: 7 (Spezieller Teil 4e, S. 282). 

2. Es wurde das Molekulargewicht des Monoaminosiure- 
anteils nach der Gefriermethode festgestellt. 

Nach friiheren Untersuchungen von A. Kossel und H. 
D. Dakin besteht das Gemisch dieser Monoamidosauren aus 


4,3 Teilen Valin (M.G. = 117) 
7,8 Teilen Serin (M.G. = 101) 
11 Teilen Prolin (M.G. = 115) 


Gefunden wurden in dem Gemisch in drei Versuchen (Spezieller 
Teil 4d, S. 280) folgende Zahlen: 


1) 130 2) 120,4 3) 121,4. 
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Das gefundene Molekulargewicht ist also héher als die 
Molekulargewichte von jedem der drei Bestandteile. 

Fiir sich allein wiirden diese Bestimmungen keinen iiber- 
zeugenden Beweis fiir das Vorhandensein von Peptiden liefern, 
da der Unterschied der Molekulargewichte nicht bedeutend ist. 
im Zusammenhang mit den Formoltitrierungen, mit denen sie 
im Endergebnis iibereinstimmen, verdienen sie aber Beachtung. 

Der Nachweis der Monoaminosiurepeptide fiihrt zu dem 
Schluf, daf} in dem urspriinglichen Salminmolekiil mindestens 
zwei Monoaminosiuren miteinander direkt verkettet sind. 

Dieses Ergebnis verdient vom Standpunkt friiherer Unter- 
suchungen iiber den Bau des Protaminmolekiils Beachtung. 
Pringle’) teilte das Gemisch der niachsten hydrolytischen 
Spaltungsprodukte des Clupeins, der ,Protone‘, in fiinf ver- 
schiedene Fraktionen und fand in allen dieselbe Zasammen- 
setzung, welche auch in dem urspriinglichen Clupein vorhanden 
ist, niimlich 2 Molekiile Arginin auf je 1 Molekiil einer Mono- 
amidosiure. A. Kossel und H. Pringle zogen hieraus 
den Schluf, da& in dem Clupein eine gleichmaige Verteilung 
der Argininmolekiile und der Monoaminosiuremolekiile vor- 
handen ist. Eine solche Verteilung kann natiirlich in ver- 
schiedener Weise stattfinden. Zum Beispiel kénnte man an- 
nehmen, daf} je zwei zusammenhingende Argininmolekiile mit 
einem Monoaminosiuremolekiil regelmaifig abwechseln. Die 
strenge Durchfiihrung dieser letzteren Annahme, welche von 
A. Kossel und H. Pringle zunichst erértert worden ist, 
wird aber unméglich, wenn eine Verkettung der Monoamino- 
siiuremolekiile untereinander nachgewiesen wird. 


" Spezieller Teil. 
1. Darstellung des Salmins. 


Das fiir meine Versuche benutzte Clupein und ein Teil 
des Salmins waren im hiesigen Institut nach der friiher von 
A. Kossel beschriebenen Methode aus den Testikeln des 
Herings bzw. des Rheinlachses dargestellt worden. Ein anderer 
Teil des Salmins wurde aus getrockneter Spermamasse von 


) Diese Zeitschr. Bd. 49, S. 301 (1906). 
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Oncorhynchus Tschawytscha (aus dem Sacramento river in 
Kalifornien) gewonnen. Nach den Untersuchungen von A. 
Kossel') ist in den beiden genannten Spezies dasselbe Pro- 
tamin: ,Salmin“ enthalten. Da das Protamin dieses Priiparats 
infolge der langen Aufbewahrung in eine schwer ldsliche Form 
oder in eine festere Verbindung mit andern Bestandteilen der 
Spermien iibergegangen war, ‘so lief es sich durch das gewéhn- 
liche Verfahren nur langsam extrahieren. Ich habe daher ein 
neues Verfahren ausgearbeitet, bei welchem ich teilweise auch 
Erfahrungen von Schmiedeberg?) und von Maleniik®) zu 
Hilfe zog. 

100 g des getrockneten, mit Alkohol und Ather aus- 
gekochten feingepulverten und gebeutelten Spermas von On- 
corhynchus werden mit einer Lésung von 100 g Kupferchlorid 
in 1] Wasser im Briitofen bei 37° unter éfterem Umschiitteln 
digeriert. Nach drei Tagen wird die Reaktionslisung heraus- 
genommen, die tiber dem Sperma stehende FliissigKeit vorsichtig 
auf eine Nutsche gegossen und abgesaugt, der Riickstand drei- 
mal mit Wasser aufgeschlemmt und schlieBlich auf der Nutsche 
abfiltriert und so lange gewaschen, bis das Filtrat mit konz. 
Natriumpikratlésung keinen merklichen Niederschlag mehr gibt. 

Die vereinigten Filtrate werden unter Umriihren mit so viel 
konz. wafiriger Natriumpikratliésung versetzt, bis der gelbe 
Niederschlag von Salminpikrat sich gut zusammenballt und 
schnell zu Boden setzt. Er wird abfiltriert, mit wenig Wasser, 
dem einige Kubikzentimeter der Natriumpikratlésung zugesetzt 
werden, gewaschen und noch feucht in Aceton unter Erwiirmen 
gelist, wobei vorsichtig so viel Wasser zugesetzt wird, bis eine 
klare Lésung entsteht*). Nach Zusatz des halben Volumens Al- 
kohol wird unter fleifigem Umriihren tropfenweis 20°/, ige 
Schwefelsiure zugefiigt, bis kein weiterer Niederschlag mehr ent- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 88, S. 163 (1918). 

*) Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak. Bd. 45, S. 57 (1899). 

5) Diese Zeitschr. Bd. 57, S. 99 (1908). 

*) Manchmal bleibt die Liésung durch schleimige Aggregate getriibt. 
Ist ein Abfiltrieren nicht méglich, mu8 man die Lésung so, wie sie ist, 
verarbeiten. Durch die spiteren, hiufigen Umfillungen des Salminsulfats 
wird die Substanz noch geniigend gereinigt. 
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steht. Hierbei mus man vorsichtig verfahren, weil das auf diese 
Weise gefillte Salminsulfat im Uberschu® léslich ist und weil 
zuviel Schwefelsiure den Niederschlag schmierig macht. Die 
iiber dem sich gut absetzenden, leicht schmierigen, gelblichen 
Niederschlag stehende Fliissigkeit wird durch ein Filter ge- 
gossen und der Riickstand mit absolutem Alkohol versetzt, 
wodurch er so kérnig und hart wird, dafi er sich leicht mit 
einem unten breitgedriickten Glasstab zerreiben laft. Man 
dekantiert ihn mehrmals mit Alkohol, dann mit Ather, filtriert 
ab und wiischt mit Ather, bis das Filtrat onesie und 
farblos ist. Das im Exsikkator vom Ather befreite Salmin- 
sulfat wird in Wasser gelést, mit einer salzsauren Pepsinlésung 
versetzt (auf ca. 10 g SaJminsulfat kommen 250 ccm Wasser, 
(1 g kaufliches Pepsin und 0,5 g HCl) und 24 Stunden im 
Brtitacheanh bei 37° verdaut. Aus der mit Soda neutralisierten 
Verdauungsfliissigkeit wird das Protamin als Pikrat mit konz. 
wibriger Natriumpikratlésung gefallt, durch Lésen des Nieder- 
schlags in Aceton und Fallen mit 20°/,iger Schwefelsiiure in 
das Sulfat iibergefiihrt, das wie oben angegeben durch Waschen 
mit Alkohol und Ather in feste Form gebracht wird. Durch 
Lésen in Wasser und Ausfallen mit Alkohol und Ather wird 
das Salminsulfat gereinigt, und zwar wird die Umfillung so 
oft wiederholt, bis der Niederschlag feinkérnig und weif} ge- 
worden ist. Nach dem Trocknen muf} er eine weifje Masse 
geben, die leicht zu pulvern ist. 

Aus 100 g trockenem Sperma wurden nach diesem Ver- 
fahren etwa 10 g Salminsulfat erhalten. 


2. Feststellang der Alkaleszenzabnahme des Salmins bei der Hydrolyse. 
a) Ausfiihrung der Hydrolyse. 


Um die Zeit der Hydrolyse zu verkiirzen (eine Hydrolyse 
unter normalem Druck dauert mindestens 10 Stunden), wurde 
das Protamin in schwefelsaurer Lésung unter Druck zersetzt. 
Als Optimum resultierten aus zahlreichen Versuchen folgende 
Versuchsbedingungen: 

Das Protaminsulfat wurde in verdiinnter Schwefelsiure 
gelést, so daf die Lésung in Bezug auf Protaminsulfat 10°/, ig, 
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in Bezug auf Schwefelsiiure ungefaéhr 6 gewichtsprozentig war. 
Ich brachte diese Lésung in eine Platinschale, welche durch 
eine dariibergestiilpte gréfere Platinschale vor Verunreinigungen 
geschiitzt war, und setzte sie im Autoklaven wihrend 2 Stunden 
einer Temperatur von 141° und ‘einem Uberdruck von einer 
Atmosphire aus. Die zersetzte Lisung gab keine Biuret- 
reaktion mehr und eutwickelte in alkalischer Liésung kein 
Ammoniak. Die dabei entweichenden, schwach alkalisch re- 
agierenden Dimpfe konnten dem Geruch nach nicht auf Am- 
moniak, sondern auf Spuren von Pyrrolidin zuriickgefiihrt 
werden. 

Hoéhere Temperaturen (166—169°) zersetzten das Arginin, 
was an der Abspaltung von Ammoniak erkannt werden konnte; 
niedere Temperaturen (122—130°) spalteten das Protamin nicht 
vollkommen, da die Reaktionslésung nach der Zersetzung noch 
Biuretreaktion gab. 

Eine in Bezug auf das Protaminsulfat hédherprozentige 
Lésung wurde unregelmafig zersetzt, da die Reaktionslésung 
nach dem Erhitzen sowohl die Biuretreaktion gab, als auch 
Ammoniak entwickelte. 

Die Versuche wurden folgendermafien ausgefiihrt: 

21/, g Protaminsulfat wurden unter Zusatz von 7'/, ccm 
20°/,iger Schwefelsiure in Wasser unter leichtem Erwirmen 
gelést, die Lésung auf 250 ccm aufgefiillt und in zwei Teile 
geteilt. 100 ccm wurden in einer Platinschale auf dem Wasser- 
bad auf 10 ccm eingeengt und dann im Autoklaven 2 Stunden 
bei 141° und dem Uberdruck einer Atmosphiire gehalten. Die 
wenig gelb gefairbte Reaktionslésung wurde auf 100 ccm auf- 
gefiillt und gleichzeitig mit der Ausgangslésung der Titration 
unterworfen. Es wurde "/,,-H,SO, und "/,,-NaOH verwendet; 
als Indikatoren dienten Phenol- und Thymolphtalein. 


b) Ergebnisse. 


Die zersetzte Lésung hatte gegeniiber der Ausgangsliésung 
an Aciditat zugenommen. Die Resultate stimmten zwar nicht 
absolut quantitativ iiberein, doch niherten sich die Werte 
immerhin in befriedigender Weise. 
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Die Versuche mit Clupeinsulfat ergaben eine deutlich 
erkennbare Aciditaétszunahme, doch sind die Resultate, weil 
die Optimalbedingungen noch nicht gefunden waren, bei diesem 
Material nicht so gut wie die bei der Zersetzung des Salmin- 
sulfats erhaltenen. 

Versuch la. 2'/, g Salminsulfat aus Rheinlachs wurden 
unter Zusatz von 7'/, cem 20°/,iger Schwefelséure in Wasser 
gelést und die Lésung auf 250 ccm aufgefiillt. 100 cem wurden 
auf 10 ccm eingedampft und im Autoklaven zersetzt (135°, 
3|, Atm. Uberdruck). Nach Auffiillung auf 100 ccm wurde titriert. 

Vor der Zersetzung verbrauchten: 

10 cem 17,18 ccm "/,,-NaOH; 20 ecm 34,30 cem "/,,-NaOH. 

Nach der Zersetzung verbrauchten: 

10 ccm 17,68 ccm "/,,-NaOQH; 20 cem 35,53 ccm ™/,,-NaOH. 

(Die Lésung zeigte nach der Zersetzung ganz schwache 
Biuretreaktion.) 

Versuch 1b. Kin Versuch unter genau denselben Be- 
dingungen ergab: 

Vor der Zersetzung verbrauchten: 

10 cem 17,35 cem */,,-NaOH; 20 ccm 34,74 cem 8/,,-NaOH. 

Nach der Zersetzung verbrauchten: 

10 ecem 18,05 com 4/,,-NaOH; 20 cem 36,10 ccm "/,,-NaOH. 

Die Titrationen wurden mit Phenolphtalein als Indikator 
ausgefiihrt, und zwar wurde auf schwach rosa titriert. 


Versuch 2. 2?/, g Salminsulfat aus Oncorhynchus wurden 


unter Zusatz von 7?/, ccm 20°/,iger Schwefelsiure in Wasser 


unter Erwairmen gelést und auf 250 ccm aufgefiillt. 100 cem 
wurden in einer Platinschale auf 10 ccm eingeengt und im 
Autoklaven bei 140°, einem Uberdruck von 1 Atm., 2 Stunden 
gehalten. Die Zersetzungsfliissigkeit wurde danach auf 100 cem 
aufgefiillt und zugleich mit der Ausgangslésung titriert. 
10 ccm verbrauchten mit Phenolphtalein als Indikator: 
vor der Zersetzung nach der Zersetzung 
(rosa) 16,45 cem "/,,-NaOH 17,16 com "/,,-NaOH 
(rot) 16,53 cem ®/,,-NaOQH 17,62 cem ®/,,-NaOH 
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10 ccm verbrauchten mit Thymolphtalein als Indikator: 


vor der Zersetzung nach der Zersetzung 
(hellblau) 16,63 ccm ¥/,,-NaOQH 18,07 ccm "/,,-NaOQH 
(stark blau) 16,77 ccm "/,,-NaOH 18,66 cem "/,,-NaOH 


Die Werte stimmen mit den am Protamin des Rheinlachses 
gefundenen Werten iiberein. 

3. Verhalten von Glycinanhydrid und Leucylglycin bei der Hydrolyse. 
Verhalten des Serins. 
Glycinanhydrid. 

2,5 g Glycinanhydrid wurden unter Zusatz von 7'/, ecm 
20°/,iger H,SO, in H,O gelést, die Lésung auf 250 ccm auf- 
gefiillt, 100 com auf 10 ccm eingedampft und im Autoklaven 
zersetzt (2 Stunden bei 141°, 1 Atm. Uberdruck. Als Indikator 
diente Phenolphtalein). Die Reaktionslésung wurde auf 100 cem 
aufgefillt und titriert. 


10 cem verbrauchten: 


vor der Zersetzung nach der Zersetzung 
I) 16,30 com 17,44 com "/,,-NaOH 
IT) 16,30 cem 17,40 ccm ®/,,-NaOH 


Ware Glycinanhydrid véllig, d. h. zu dem schwach sauren 
Glykokoll aufgespalten worden, so hitte man eine ganz 
schwache Aciditaitszunahme erwarten diirfen. Die starke 
Aciditaétszunahme ist auf Bildung des stark sauren Glycylglycins 
zuriickzufihren. 

d, l-Leucylglycin. 

2,5 g synthetisches d, l-Leucylglycin wurden, ebenso wie 
beim Glycinanhydrid angegeben, der Zersetzung im Autoklaven 
unterzogen. 

Vor der Zersetzung verbrauchten mit Thymol phtalein 
als Indikator bis zu stark blauer Farbe titriert: 


10 ccm 21,6 ccm 4/,,-NaOH. 
Nach der Zersetzung verbrauchten: 
10 ecem 20,8 ccm ®/,,-NaOH. 


Die Acidititsabnahme entspricht nahezu dem durch die 
Ausspaltung erwarteten theoretischen Wert. 
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0,1 g Leucylglycin verbrauchten bei der Titration 
5,32 com ™/,,-NaOH. 
Aus 0,1 g Leucylglycin miissen bei der Spaltung 
0,03994 g Glykokoll und 
0,0697 g Leucin 
entstehen. 


0,0399 g Glykokoll verbrauchten bei der Titration 
2,02 cem /,,-NaOH, 

0,0697 g Leucin verbrauchten bei der Titration 
2,38 ccm "/,,-NaOH, 

zusammen: 4,40 cem "/,,-NaOH. 


Wird also 0,1 g Leucylglycin gespalten, so mufi eine 
Azidititsabnahme von 5,32 — 4,40 ecm "/,,-NaOH eintreten 
= 0,92 ccm. 

Gefunden wurde eine Abnahme von 0,8 ccm. 

Serin. 

Um zu untersuchen, ob die Aciditaétszunahme, die bei der 
Zersetzung des Salmins beobachtet wurde, auf das aus einer 
Peptidbindung freiwerdende Serin zuriickzufiihren sei, mubte 
die Aciditit des freien Serins festgestellt werden. 

Zu diesem Zwecke wurde die S-Oxy-2-Aminopropionsiure 
nach der Vorschrift von Leuchs und Geiger’) dargestellt. 
Das nach mehrmaligem Umkristallisieren farblos kristallisierende 
Produkt schmolz bei 238° (unkorrig.). 

Es wurde eine "/,,-Liésung des Serins hergestellt und mit 
n/,>>NaOH unter Benutzung von Phenolphtalein und Thymol- 
phtalein als Indikatoren titriert. 


10 ecm %/,,-Serinlésung verbrauchten: 


0,6 cem "/,,-NaOH bis zur schwach roten Farbung, 

1,2 ccm "/,,-NaOH bis zur stark roten Fiarbung, 
wenn Phenolphtalein als Indikator benutzt wurde; 

4 ccm "/,,-NaOH bis zur schwach blauen Farbung, 

8 ccm "/,,-NaOH bis zur stark blauen Farbung, 
wenn Thymolphtalein angewandt wurde. 





1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 39, S. £644 (1906). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CV. 19 
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Bei der Titration mit Thymolphtalein war der Umschlag 
iuBerst schlecht zu erkennen und die angegebenen Werte diirfen 
demnach nur als Naiherungswerte angesehen werden. 

Um nun mit einer Lésung zu arbeiten, die in Bezug auf 
das Serin prozentual annaihernd ebenso zusammengesetzt wire, 
wie die in der vorstehenden Arbeit untersuchte Zersetzungs- 
fliissigkeit, wurde eine "/,,.-Serinlésung auf ihr Verhalten ge- 
priift. 

(In 100 ccm einer “/,,,-Serinlésung befinden sich 0,105 g 
Serin. In 100 ccm der Zersetzungslésung miissen nach den 
bisher bekannten Gewichtsverhaltnissen 0,061 g Serin enthalten 
sein, da in 100 ccm 1 g Salminsulfat waren.) 


10 cem 2/,,)-Serinlésung verbrauchten: 


0,09 cem %/,,-NaOH bis zur schwach roten Firbung, 
0,3 ccm "/,,-NaOH bis zur stark roten Fiarbung 
bei Anwendung von Phenolphtalein; 


0,6 ccm 4/,,-NaOH bis zur schwach blauen Farbung, 
0,8 ccm "/,,-NaOH bis zur stark blauen Fiarbung, 


wenn Thymolphtalein benutzt wurde. 


Auch bei dieser Titration kénnen die Werte, die mit Thymol- 
phtalein als Indikator erhalten wurden, nur als Naherungs- 
werte betrachtet werden, da der Umschlag aufierst unscharf war, 

Vergleicht man nun dieses Ergebnis mit den sehr viel 
héheren Werten cer Aciditétszunahme, die bei der Spaltung 
des Salmins gefunden wurden, so ist sofort klar, dafi diese 
Zunahme nicht nur auf das aus einer Peptidbindung frei- 
werdende Serin zuriickzufihren ist. 


4. Nachweis der Polypeptide unter den Reaktionsprodukten, 


Erster Versuch (Salmin von Rheinlachs). 
a) Hydrolyse und Bestimmung der Alkaleszenz. 

10'/, g Salminsulfat wurden in 5 Teilen zu je 2,1 g nach dem 
oben beschriebenen Verfahren im Autoklaven hydrolysiert. Die 
Reaktionslésungen zeigten keine Biuretreaktion mehr und ent- 
wickelten, alkalisch gemacht, Lackmuspapier schwach bliuende 
Diampfe, die nicht nach Ammoniak rochen und héchstwahr- 
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scheinlich Spuren von Pyrrolidin enthielten. Harnstoff war 
nicht nachzuweisen. 

2'/, g des Protaminsulfats wurden nach oben gegebener 
Vorschrift vor und nach der Zersetzung der Titration unter- 
worfen. Als Indikator wurde Thymolphtalein benutzt. 


Vor der Zersetzung verbrauchten: 


schwach blau 
10 cem 16,73 ccm "/,,-NaOH 


nach der Zersetzung verbrauchten: 
10 ccm 18,1 ccm "/,,-NaOH 


stark blau 
16,8 ccm %/,,-NaOH, 


19,4 ccm "/,,-NaOH. 


b) Bestimmung des formoltitrierbaren Stickstoffes und des 
Gesamtstickstoffes in der Aminosdurefraktion. 


Der Rest der Reaktionsfliissigkeit wurde nun nach einem 
Verfahren, welches dem im zweiten Versuch (s. unten!) be- 
schriebenen im wesentlichen entsprach, vom Arginin befreit 
und die Lésung, welche nur die Monoamidosiuren oder deren 
Peptide enthalten konnte, auf 100 cem aufgefiillt, von denen 
dreimal je 10 ccm einer Formoltitration und einer Kjeldahl- 
bestimmung unterworfen wurden. 


) 3 
8 g Salminsulfat verarbeitet: 


Formoltitration (Indikator: Thymolphtalein): 
10 cem entsprachen 2,61 ccm 2/,-NaOH = 7,308 mg N. 


Kjeldahlbestimmung: 
10 ccm entsprachen 3,70 ccm "/,-NaOQH = 10,40 mg N. 


If. 


10'/, g Salminsulfat verarbeitet: 


Formoltitration: 
10 ccm entsprachen 3,36 cem ®/,-NaOH = 9,408 mg N. 
Kjeldahlbestimmung: 
10 cem entsprachen 4,45 cem "/,-NaOH = 12,26 mg N. 
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Die unter I und II angefiihrten Zahlen sind Mittelwerte 
aus drei gut iibereinstimmenden Versuchswerten. 

Da die Kjeldahlbestimmung héhere Werte lieferte als die 
Formoltitrierung, mute das Vorhandensein von Peptidbindungen 
angenommen werden. Dies wurde durch folgenden Versuch 
bestiitigt. | 

Die tibrigen 70 cem der Lésung wurden mit 3 ccm 20°/, iger 
Schwefelséure angesiuert, wobei ein betrichtlicher Nieder- 
schlag von Bariumsulfat ausgeschieden wurde. Von diesem 
Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat auf 100 cem 
aufgefiillt. 50 cem der Liésung wurden nach bekannter Vor- 
schrift im Autoklaven zersetzt und gleichzeitig mit dem Rest 
der Ausgangslésung titriert. Als Indikator diente Thymol- 
phtalein (auf stark blau titriert; der Farbstoff wurde offen- 
sichtlich von den Abbauprodukten verzehrt, so dafi sehr schnell 
gearbeitet werden mufite). 


Vor der Zersetzung verbrauchten: 
10 ccm 18,4 ccm "/,,-NaOH, 
nach der Zersetzung: 
10 ccm 18,02 ccm "/,,-NaOH. 


Die Acidititsabnahme lift auf Entstehung von Monoamino- 
siuren aus Polypeptiden schliefien. Es konnte weder vor noch 
nach der Zersetzung Ammoniak oder Harnstoff nachgewiesen 
werden. * 


Zweiter Versuch (Salmin von Oncorhynchus). 
a) Trennung der Aminosi&uren vom Arginin. 


16 g' Salminsulfat wurden unter den oben angegebenen 
Bedingungen in 8 Teilen zu 2 g (10 ccm’ 6°/,ige Schwefel- 
siure, 140°, Uberdruck 1 Atm., 2 Stunden) im Autoklaven 
zersetzt. Die Reaktionslésungen zeigten weder Biuretreaktion, 
noch entwickelten sie, alkalisch gemacht, Ammoniak. Sie wurden 
alle vereinigt und mit so viel kochender Silbersulfatlésung 
(3mal 14 g Silbersulfat in 1 1 Wasser) versetzt, bis eine Tiipfel- 
probe der Lésung mit Barytlésung einen braunen Niederschlag 
gab. Die Lésung wurde nach dem Erkalten mit so viel kon- 
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zentrierter heifer Barytlésung (120 gin 150 ccm Wasser) ver- 
setzt (unter Umriihren vorsichtiger Zusatz), bis sie stark al- 
kalisch reagierte. Der braune Niederschlag wurde abfiltriert, 
mit Seesand und barythaltigem Wasser verrieben, abfiltriert 
und dieses Verfahren dreimal wiederholt. Die vereinigten 
Filtrate wurden mit Schwefelsiure angesiuert, mit Schwefel- 
wasserstoff zur Entfernung des iiberschiissigen Silbers gesiittigt, 
mit Baryt alkalisch gemacht und mit Kohlendioxyd neutra- 
lisiert. Der starke, weifse Niederschlag wurde abfiltriert, 
dreimal mit Seesand und Wasser verrieben und abfiltriert. 

Um einer vollstindigen Abtrennung des Arginins sicher 
zu sein, wurde die Silberbarytfillung noch einmal wiederholt. 
Zu diesem Zweck wurden die Filtrate zur Trockne gedampft, 
mit Wasser aufgenommen, filtriert, mit Schwefelsiure an- 
gesiiuert und mit kochender Silbersulfatlésung versetzt. Es 
entstand sofort ein gelber, schnell braun werdender Nieder- 
schlag, der schwefelhaltig war. Da die Reaktion Thioschwefel- 
siure vermuten lie}, wurde die Probe mit Jod gemacht, die 
positiv ausfiel. Da die Thioschwefelsiure den Gang des Ver- 
suches vorliufig nicht stérte, wurde sie unberiicksichtigt ge- 
lassen, und die ganze Fallung des Arginins mit Silber noch 
einmal durchgefiihrt. 


b) Bestimmung des Formolstickstoffs und des Gesamtstick- 
stoffs in der Aminosidurefraktion. 

Die zuletzt erhaltenen, schwach alkalisch reagierenden 
Filtrate wurden eingedampft, filtriert, mit Schwefelsaéure gegen 
Azolithminpapier neutralisiert und auf 100 cem aufgefiillt. 
Davon wurden dreimal je 10 ccm einer Formoltitration mit 
nachfolgender Kjeldahlbestimmung unterworfen. 


Formoltitration: 10 eem verbrauchen 6,05 cem 4/,-NaOH, 


entspr. 16,912 mg N. 
Kjeldahlbestimmung: 10 ccm verbrauchen 8,07 ccm "/,-NaQH, 
entspr. 22,596 mg N. 


Das Verhiltnis der beiden Zahlen ist dasselbe, wie das 
bei den ersten Versuchen (S. 277) gefundene, auch hier ist das 
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Vorhandensein von Peptiden der Monoaminosiurefraktion nach- 
gewiesen. 


c) Molekulargewichtsbestimmungen in der Aminosdure- 
fraktion. 

Die von den N-Bestimmungen iibrig gebliebenen 70 cem 
der Lésung wurden mit so viel Schwefelsiure versetzt, dafi die 
Lésung 6°/, Schwefelsiure enthielt; sie wurde dann zum Sieden 
erhitzt und vier Tage stehen gelassen. Eine Probe mit Silber- 
nitrat versetzt, gab keinen Niederschlag mehr, ein Beweis, 
dali die Thioschwefelsiure zerstért war. Nun wurde mit 
Barytlésung alkalisch gemacht und mit Schwefelsiure genau 
alles Barium entfernt, so dafi die Lésung nur die Aminosiauren 
enthielt. Sie wurde eingedampft und die Riickstinde, die 
teilweise kristallinische Struktur zeigten, im Vakuum bei 100° 
getrocknet. Es dauerte sehr lange, bis die hygroskopische 
Substanz im Wigeréhrchen konstant war. Die Substanz be- 
trug 0,9352 g. Da wegen ihrer hygroskopischen Beschaffen- 
heit ein Pulvern und EKinbringen in kleine Wageréhrchen nicht 
méglich war, wurde eine konzentrierte Lésung hergestellt, die 
mittels einer Wigepipette in das Gefrierrohr zur Molekular- 
gewichtsbestimmung gebracht wurde. Zuvor angestellte Ver- 
suche, Glykokoll und Alanin in Lésung zur Molekulargewichts- 
bestimmung zu verwenden, ergaben gute Resultate. 

In einem gut schliefienden Wigeglas wurden 0,9352 g 
Substanz in 10,0094 g H,O gelést. Es wurden drei Molekular- 
gewichtsbestimmungen ausgefiihrt, die die Werte: 

130 120,4 121,4 
ergaben. 

1. 1,0234 g Lésung ergaben in 10,0094 g Wasser (d. 1. 
0,0874 g Substanz in 10,9453 g Wasser) eine Depression von 

K-1008 


0,116°. Nach der bekannten Formel M = AL ergibt 





sich aus den erhaltenen Werten M = 130. 


2. 2,0797 g Lésung in 10,0094 g Wasser (d. 1. 0,1777 g 
Substanz in 11,9118 g Wasser) ergaben eine Depression von 
0,234°. Daraus berechnet sich M = 120,4. 
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3. 3,1543 g Lésung in 10,0094 g Wasser (d. i, 0,2695 g 
Substanz in 12,904 g Wasser) ergaben eine Depression von 
6,825°. Daraus berechnet sich M = 121,4. 


d) Bestimmung der absoluten Aciditét der Aminosdure- 
fraktion. 

Die Lésung wurde quantitativ in ein Mefikilbchen ge- 
bracht und auf 100 ccm aufgefiillt. Davon wurden zweimal 
je 40 ccm gebraucht, um die absolute Aciditit zu bestimmen, 
und dann wurde der Gesamt-N bestimmt. 

40 ccm (entsprechend 0,1078 g Substanz) brauchten, um 
einen rosa Farbenton mit Phenolphtalein zu geben: 

a) 0,48 cem ®/,,-NaOH b) 0,51 cem n/,-NaOH; 
um einen roten Farbenton zu geben: 

a) 0,74 ccm "/,,-NaOQH b) 0,79 com ®/,,-NaOH. 

Aus diesen Zahlen lift sich das Verhialtnis der Abnahme 
der Gesamtalkaleszenz zur Zunahme der Aciditit des Monoamino- 
siureanteils ersehen. Die Alkaleszenzabnahme von 0,1 g Salmin- 
sulfat betrug 0,7 ccm "/,,-Siure. 0,1 g Salminsulfat enthalt 
0.016 g Aminosiuren. Ware die Alkaleszenzverminderung vdllig 
auf die Acidititssteigerung des Monoaminosiureanteils der Zer- 
setzungsprodukte zu beziehen, so miifite 0,016 g der Monoamino- 
siurefraktion ebenfalls 0,7 ccm %/,,-Alkalilésung entsprechen. 
Dies ist aber nach obigen Zahlen nicht der Fall, denn es ent- 
sprechen ungefihr 0,1078 g annahernd 0,5 ccm 2/,,-Alkali- 
lésung (rosa Farbenton mit Phenolphtalein). Die Aciditaét des 
Monoaminosaureanteils ist also viel zu gering, um die bei der 
Hydrolyse des Salmins eintretende Alkaleszenzabnahme zu er- 
kliren. 


e) Weitere Zersetzung der Aminosdurefraktion. 


Die von den Molekulargewichtsbestimmungen iibrig ge- 
bliebene Lisung wurde auf 200 ccm aufgefiilt: 

Je 50 cem wurden in einer Platinschale mit 6 cem 20°/, iger 
Schwefelsiure auf 20 ccm eingedampft und bei 140° und 1 Atm. 
Uberdruck 2 Stunden gehalten. 

Nach der Zersetzung wurde die Schwefelsiure durch Baryt 
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